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Zur Kenntnis des rohrzuckerspaltenden Enzyms 
in Penicillium glaucum. 
Von 
H. v. Euler, K. Josephson und Birgit Séderling. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1924.) 


Die Fahigkeit zur Spaltung des Rohrzuckers in seine 
Komponenten Glucose und Fructose kommt den verschieden- 
artigsten Organen und Organextrakten von sowohl tierischem 
wie pflanzlichem Ursprung zu. Die Verbreitung der Saccha- 
rasen im Tier- und Pflanzenreich ist sogar auBerordentlich 
sroB. Besonders im Pflanzenreich sind rohrzuckerspaltende 
Knzyme sehr oft nachgewiesen, und zwar kommt Saccharase 
nicht nur in solchen Pflanzenteilen vor, welche Rohrzucker 
als Reservestoff enthalten (wie die Zuckerriibe) oder Rohr- 
zucker als nachweisbares Nahrungssubstrat verwenden, sondern 
auch da, wo Stiirke oder Inulin aufgespeichert wird. 

Die alteren Untersuchungen iiber die Vorkommen von 
Saccharase und ihre Bildung in verschiedenen Pflanzenzellen 
machen es wahrscheinlich, dab die Hydrolyse des Rohrzuckers 
nicht die einzige Reaktion ist, welche das als Saccharase be- 
zeichnete Knzym vermittelt. Auch in anderer Weise diirfte 
die Saccharase beim Umsatz der Zuckerarten in der Zelle be- 
teiligt sein, vielleicht an der Umwandlung der Fruktosereste 
in rechtsdrehende Zucker in jungen Ptlanzenorganen. Hs ist 
sogar méglich, daB die wirkliche Rolle der ,,Saccharase“ in 
verschiedenen Zellen verschiedenartig ist. Fiir diese Méglich- 
keit spricht die Tatsache, da Saccharasen verschiedenen 
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Ursprungs nicht nur beziiglich ihrer Kinetik und Aciditiits. 
bedingungen, sondern, wie Untersuchungen in spiiterer Zeit ge- 
zeigt haben, beziiglich ihrer Affinitiiten sowohl zum Substrat 
bei der Inversion, namlich Rohrzucker, wie zu den Spalt- 
produkten, Glucose und Fructose, sich vollkommen verschieden- 
artig verhalten.')?) 

Die nihere Charakterisierung einer Saccharase muB somit 
nicht nur ihr Verhalten in kinetischer Hinsicht sowie den 
KinfluB der Aciditiit auf die Inversion betreffen, sondern auch 
die Affinitiitsverhiltnisse des Enzyms gegeniiber Rohrzuckey 
und seinen Spaltprodukten miissen beriicksichtigt werden. 

Die folgende Untersuchung bezieht sich auf die besonderex 
Kigenschaften des rohrzuckerspaltenden Enzyms in Peni- 
cillium glaucum. Der Saccharasegehalt und die Saccharase- 
bildung dieses Pilzes wurde friiher von Euler und E. Bor- 
genstam*) niiher untersucht. Im folgenden sollen einige 
Versuche zur niheren Charakterisierung der vorliegenden 
Saccharase in den oben erwihnten verschiedenen Richtungen 
mitgeteilt werden. 


1. Der Saccharasegehalt von Penicillium glaucum. 

Fiir den von Euler und KE. Borgenstam untersuchten 
Stamm von Penicillium glaucum wurde als angeniiherter Wert 
der Inversionsfihigkeit bei 20° angegeben: Jf = 0,015. In 
derselben Arbeit wurden eine Zusammenstellung der relativen 
Inversionsfihigkeiten von verschiedenen Stiimmen einiger Mikro- 
organismen angegeben. Wir teilen diese Zusammenstellung 
hier mit und fiigen noch den vorliufigen Wert fiir einen 
Stamm von Aspergillus flavus bei. Nach einigen (noch niclit 
verbffentlichten) Versuchen diirfte nimlich der Saccharasegehalt 
in dem untersuchten Aspergillus dem //-Wert 0,002 entsprechen 
und kommt also etwas hinter den von Euler und Asarnoj*) 
fir Aspergillus niger gefundenen Wert 0,0032. 





1) Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1923). 

2) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 132, S. 301 (1924). 

5) Euler, Fermentforschung Bd. 4, S. 242 (1921). 

4) Euler u. Asarnoj, Fermentforschung Bd. 3, 8. 318 (1920). 






































“Relative 

If Inversions- 

fahigkeit 
Unterhefe . 0,15 100 
Oberhefe ...... 0,09 60 
Penicillium glaucum . . 0,015 10 
Aspergillus niger . . - 0,0032 2 

‘“ flavus... 0,002 1,4 


Der Saccharasegehalt in Penicillium glaucum ist also be- 
deutend kleiner als derjenige der gewoéhnlichen Kulturhefen, 
aber er ist viel gréBer als in den untersuchten Aspergillus- 
Stimmen. Fiir die Untersuchung einer kulturhefenfremden 
Saccharase ist also Penicillium glaucum besonders geeignet. 

Zu den obigen Zahlen muB bemerkt werden, daB die an- 
cesebenen Werte nur die GréBenordnung der verschiedenen 
Inversionsfahigkeiten darstellen. Die Werte kénnen ja fiir ver- 
schiedene Kulturen von demselben Mikroorganismus sehr stark 
wechseln, auch wenn die Nahrlésung scheinbar gleichartig ist. 

Bei wechselnder Nihrlésung verindert sich auch der 
Knzymgehalt in hohem Grade. Zur Untersuchung der Enzym- 
bildung bei Penicillium glaucum haben Kuler und Borgen- 
stam (1. ¢.) einige Versuche hieriiber angestellt. Die auf Rohr- 
zucker gewachsenen Kulturen zeigten die gréBte Inversions- 
fihigkeit. Es wurden auch jetzt einige Versuche iiber die 
Knzymbildung bei verschiedenen Nihrlésungen ausgefiihrt, um 
ein méglichst saccharasereiches Material zu erhalten. 

Die Pilze wurden somit jetzt auf Nihrlésungen von folgen- 
den Zusammensetzungen geziichtet: 

a) Wiirze + Agar-Agar. 

b) Wiirze + Agar-Agar mit Zusatz von n/100 KCl. 

c) Wiirze + Agar-Agar mit Zusatz von Tee. 

d) Rohrzucker (4—6 °/,), Agar-Agar mit Zusatz von folgen- 
den anorganischen Salzen: 


3 a A 
Sf 
MgSOQ,.... . . . 0,05 
CMe 6 es ic vrs es OE 
GSO, . 2 we we we SY 


1* 
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e) Wie bei d) aber mit Zusatz von Tee. 

Ks hat sich dabei gezeigt, daB der Pilz das gréBte Rohr- 
zuckerspaltungsvermégen zeigte, wenn er auf Nahrlésungen 
von der unter d) mitgeteilten Zusammensetzung geziichtet wurde. 
Die folgenden Tabellen zeigen die verschiedenen Saccharase- 
gehalte der Pilzkulturen nach Ziichtung auf Wiirze und au 
Rohrzucker. 

Die Inversionsmischungen waren bei diesen Versuchen 
von folgender Zusammensetzung: 

50 cem 8 °/,iger Rohrzuckerlésung, 
20 cem Pilz-Aufschlammung''), 
10 cem 4 °/,iger Phosphatlésung (p;,; = 5,16). 
Versuch 1. 
Pilze auf Wiirze geziichtet (a). 























Minut Drel I+ 104 situs 
nuten rehung fi Mittel 
0 1,60 — 
60 1.46 6,6 
120 1,35 5,4 me 
5,7 
180 1,21 5,4 
240 1,09 5,8 
Die Suspension hatte das Trockengewicht 4,56 °/,. Wir 
. ~ 0,00057 - 4 ~ 
berechnen somit Jf = ——.,— = 0,0025. 
Versuch 2. 
Pilze auf Rohrzucker geziichtet (d). 
Minut Drel k- 104 ite 
inuten renung v Mittel 
0 1,51 — 
30 1,03 39 
60 0,80 30 
28 
120 0,52 24 4 
240 0,17 19 











1) Zu den Inversionsversuchen wurden die Pilze im Mérser fein 
zerrieben, bis nach Zusatz von Wasser eine gleichformige Aufschlimmung 
erhalten werden konnte. Diese Aufschlimmung konnte mit hinreichen- 


der Genauigkeit pipettiert werden. 
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Die Suspension hatte das Trockengewicht 2,52°/,. Wir 


. ye 0,0028 ° 4 
berechnen somit /f = - a 0,022. 


Wir wollen zu der obigen Berechnung der Inversions- 
fihigkeit bemerken, dab die angegebenen ,,Mittelwerte“ der 
Inversionskoeffizienten in diesen Fiillen nur eine begrenzte 
3edeutung besitzen, wegen des sehr starken Abfallens dieser 
Koeffizienten. Von einer ,,Inversionskonstante“ ist hier 
nicht zu reden. Wir kommen auf diese Frage beziig- 
lich der Kinetik der Inversion mit dieser Saccharase unten 





zuriick. 

Siimtliche hier mitgeteilten Versuche sind mit zerriebenen, 
in Wasser suspendierten Pilzen ausgefiihrt. Reinigungsversuche 
konnten nicht vorgenommen werden, da die Versuche, das 
Knzym durch Extraktion mit Wasser in Lésung zu bringen, 
negativ austielen. Auch die Versuche, das Enzym durch Auto- 
lyse aus dem Zellverband zu befreien, haben bis jetzt keinen 
Erfolg gehabt. 


2. Zur Kinetik der Rohrzuckerspaltung. 


Wie oben hervorgehoben wurde, zeigen die nach der mono- 
molekularen Formel berechneten Inversionskoeffizienten einen 
regelmibigen Gang, indem die einzelnen Werte mit dem Fort- 
schritt der Reaktion immer kleiner werden. Wir haben uns 
davon iiberzeugt, daB dieses Fallen der Inversionsgeschwindig- 
keit nicht in einer Zerstérung des Enzyms seine Erklarung 
linden kann. In den folgenden Versuchen (83—6) wurde dieselbe 
Pilzaufschlimmung benutzt. Im Versuch 4 war die Pilz- 
aufschliammung mit der Pufferléisung wihrend 24 Stunden auf- 
bewahrt. Im Versuch 5 war die Aufschliimmung ohne Zusatz 
von Puffer (also bei der natiirlichen Aciditiit) wahrend der- 
selben Zeit aufbewahrt. Im Versuch 6 war die Pilzauf- 
schliimmung durch Kollodiummembranen dialysiert worden. In 
allen Fallen wurde (innerhalb der Versuchsfehler) dieselbe 
lnversionsgeschwindigkeit gefunden. Das Abfallen der In- 
versionskoeffizienten ist auch in allen Versuchen wieder- 


zufinden. 
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Versuch 3. 
Pilzaufschlimmung 6 °/,. 














Minuten Drehung k- 104 Pu 
0 1,55 — 5,61 

30 1,17 29 ‘one 

60 0,86 28 “ie 

120 0,69 19 — 

180 0,56 15 — 
240 0,42 14 5,47 











Versuch 4. 
Pilzaufschlimmung 6°/,. Mit Phosphat wihrend 24 Stunden aufbewahrt. 





























Minuten Drehung i; - 104 Pr 
0 1,52 — — 

60 0,80 30 “ 
120 0,60 21 _ 
180 0,42 18 5,61 

Versuch 5. 
Pilzaufschlimmung 6°/,. Ohne Phosphat wihrend 24 Stdn. aufbewahrt. 

Minuten Drehung k + 10 Pu 
0 1,52 — — 

60 0,87 27 — 
120 0,62 20 — 
180 0,47 17 5,61 











Versuch 6. 
Pilzaufschlimmung 6°/,. Dialysiert. 

















Minuten Drehung k + 10* Pu 
0 1,55 we 5,68 
30 1,18 28 i 
60 0,98 23 oe 
120 0,72 18 we 
180 0,50 17 _ 
240 0,44 13,5 5,47 
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Das Abfallen der nach der Formel fiir eine monomole- 
kulare Reaktion berechneten Reaktionskoeffizienten muB also 
auf andere Ursachen zuriickgefiihrt werden. An anderer Stelle 
haben wir hervorgehoben, daB die Kinetik einer enzyma- 
tischen Reaktion besonders von der Gréfe der verschiedenen 
Affinititen zwischen Enzym und Substrat einerseits, und 
Knzym und Spaltungsprodukten andererseits abhingig sein 
muB.1) Starkes Abfallen der Reaktionskoeffizienten kénnte 
durch eine im Verhiltnis zur Affinitiit zwischen Enzym und 
Substrat starke Affinitit zwischen Enzym und Spaltungs- 
produkten erkliirt werden. Unter diesen Umstiinden muB ja 
das Enzym, je weiter die Reaktion fortschreitet, von den 
auftretenden Reaktionsprodukten gebunden und mehr und mehr 
somit teilweise dem Substrat entzogen werden. Wir kommen 
auf diese Frage in Zusammenhang mit der Besprechung der 
Affinitiitsverhiltnisse dieser Saccharase zuriick.”) 


3. Die Aktivitats-p,,-Kurve. 


Fiir die Charakterisierung des vorliegenden rohrzucker- 
spaltenden Enzyms war die Festellung der Acidititsbedingungen 
von groBem Interesse. Es hat sich dabei erwiesen, daB die 
Aktivitiits-p,,-Kurve der in Penicillium glaucum wirksamen 
Saccharase yon den bisher in der Hinsicht studierten Saccha- 
vasen abweicht. Auer den Aciditatsbedingungen der Kultur- 
hefen-Saccharasen, welche sehr eingehend studiert worden sind, 
waren im hiesigen Laboratorium die Acidititsbedingungen der 
Darm-Saccharase friiher festgestellt worden.*) Die Aciditits- 
kurve der Penicillium-Saccharase weicht von beiden Saccharase- 
Kurven ab, indem sie zwischen diesen beiden Kurven liegt, 
wie aus der Figur (S. 10) zu ersehen ist. 


') Euler u. Josephson, Sv. Vet. Akad., Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr. 4 (1924). 

?) Im vorliegenden Fall ist auch zu beriicksichtigen, daB das Enzym 
noch mit dem Mycel des Pilzes verbunden war, also groBe Mengen 
fest anhaftender Beimengungen enthielt. Das Acidititsoptimum der 
Hefen-Saecharase hat sich allerdings von Verunreinigungen weitgehend 
unabhingig erwiesen. 

5) Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 115, 8. 43 (1921). 
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Die Versuchsdaten beziiglich der Acidititskurve finder 
sich in den folgenden Tabellen (Versuche 7—23). 


Versuche 7—23, 
Zusammensetzung der Inversionsmischungen wie vorher. 
Trockengewicht der Pilzaufschlimmung 2,56 °/,. 





aie Rel. In- 
ee Min. Drehung | k- 10! Pu ie Mitte] 
Nr. geschwin- 
digkeit 
7 0 1,48 _ 2.81 _ 
30 1,24 19 ss 49 
60 1,05 17,5 —— 55 a0 
120 0,76 16 — 67 
240 0,42 13,5 2,81 71 
8 0 1,51 - 4,16 se 
30 1,03 39 os 100 
60 0,80 30 - 95 ia 
120 0,52 24 — 100 i 
240 0,17 19 3,86 100 
9 0 1,47 sid 5,61 on 
30 1,00 a9 ies 100 
60 0,75 32 in 100 _ 
180 0,33 20 aa 100 
240 0,18 19 5,47 100 
10 0 1,47 eet 7,08 = 
30 1,07 33 ne 85 
60 0,83 28 _ 87 
120 0,61 20 — 83 84 
180 0,47 17 _ 85 
240 0,33 15 6,80 719 
11 0 1,47 a 7,40 - 
30 1,13 29 ate 74 
60 0,89 25 “i 78 
120 0,69 18 _ 15 73 
180 0,54 15 — TD 
240 0,5] 12 7,21 63 
12 0 1,47 _ ‘3 _ 
30 i | 24 — 62 62 
60 1,01 20 — 62 z 
13 0 1,47 ~ 7,86 _ 
60 1,10 15 on 47 
120 0,83 14 ne 58 56 
240 0,51 12 7,62 63 




















In der Figur sind die aus den Versuchen 7—13 erhaltenen 
Werte der relativen Inversionsgeschwindigkeit mit x bezeichnet. 








Bs 
< 





bis 18. 


4,8 ¢ Rohrzucker, 


Versuche 14—18. 


Zusammensetzung der Inversionsmischungen: 


20 cem Pufferlésung (Phosphatmischungen), 


20 cem Pilzeaufschlimmung, 


20 cem dest. Wasser. 


Versuche 19—23. 


Inversion mit den Pufferlésungen gemischt. 


Kenntnis des rohrzuckerspaltenden Enzyms in Penicillium glaucum, 


Zusammensetzung der Inversionsmischungen wie in den Versuchen 14 
Die Pilzemulsion wurde aber jetzt 24 Stunden vor Beginn der 





Versuch 


Nr. 


14 


16 


18 


20 





Min. 





Drehung 


2,63 
1,94 
1,41 


2,62 
1,94 
1,39 
2,68 
1,97 
1,44 
2,68 
2,05 
1,51 


2,62 





k + 104 





Pu 





Rel. In- 
versions- 
geschwin- 

digkeit 


100 


97 





Mittel 


99 


100 


86 


-~1 


vr 


94 


100 


98 


90 


TT 
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In der Figur sind die aus den Versuchen 14—18 er. 
haltenen Werte der relativen Inversionsgeschwindigkeit mit © 
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Relative Jnversions 























bezeichnet. Die aus den Versuchen 19—23 erhaltenen Werte 
sind mit © bezeichnet. 


4. Die Affinitat der Saccharase in Penicillium glaucum 
zu Glucose und Fructose. 


Nach den Untersuchungen von Kuhn?) sind die Affinitits- 
verhiltnisse der von ihm studierten Saccharase aus Aspergillus 
Oryzae (‘Taka-Saccharase) ganz andersartig als die Affinitiits- 
verhiltnisse der von ihm studierten Hefe-Saccharase. Wihrend 
im Falle der Hefe-Saccharase die Affinitat zu Fructose in den 
bisher untersuchten Fallen gréBer war als die Affinitét zu 
Glucose, liegen die Verhiltnisse ganz anders bei der Taka- 
Saccharase. Hier war die Affinitéit zu Fructose (gemessen 
durch die Hemmung der Inversionsfihigkeit bei Zusatz von 
Fructose zur Inversionsmischung) verschwindend klein im Ver- 


1) A.a. O. 
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hiltnis zu der Affinitit zwischen dem Enzym und Glucose 
e-Glucose). Die nihere Untersuchung der Penicillium-Saccha- 
rase in der vorliegenden Richtung bot somit gewisses Interesse. 

Wie aus der beistehenden T'abelle zu ersehen ist, erwies 
sich die Hemmung bei Zusatz von Fructose zur Inversions- 
mischung auch jetzt unmeBbar, wihrend bei Zusatz von Glucose 
die Herabsetzung der Inversionsgeschwindigkeit betriichtlich war. 

Kin Versuch mit Zusatz von Maltose zur Inversions- 
mischung findet sich auch in der Tabelle. Wie zu erwarten 
war, konnte keine Hemmung nachgewiesen werden. 























Hemmunag 
Versuch der Inversions- 
. Zucker Min. Drehung | /&-10* | geschwindig- 
Nr. keit 
%. 
24 Rohrzucker 0 1,42 — -- 
5 °F, 30 0,97 39 ise 
60 0,70 34 _ 
120 0,46 25 _ 
180 0,37 19 te 
240 0,30 16 si 
25 Rohrzucker 0 — 0,27 —_ _ 
5 %/, 30 — 0,68 38 — 
Fructose 60 — 0,96 34 - 
4°), 120 1,98 24 “ 
180 — 1,36 20) iia 
240 —1,42 17 ses 
26 Rohrzucker 0 2,36 — 
5 /, 30 2,18 22 44 
Glucose 60 1,94 18 47| Mittel 
4), 120 1,77 13 48( 43 
180 1,62 12 37 
240 1,55 10 37 
27 Rohrzucker 0 1,55 a — 
5%, 30 1,20 27 = 
60 0,95 26 nea 
120 0,70 19 ‘ooh 
180 0,50 16 
210 0,36 15 . 
28 Rohrzucker 0 4,56 — — 
5 /, 30 4,16 30 
Maltose 60 3,90 27 “ 
5 /, 120 3,68 19 _ 
180 3,62 14 . 





; 
¥ 
aL 
: 


DESDE BEATE AS I CR RINT NR er = 


couevoteiee 


spsiedee Ay cigsgy i 


i 
f 
a 
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Die Saccharase in diesem Stamm von Penicillium glaucum 
ist somit der Saccharase in Aspergillus Oryzae in der Hinsicht 
ibnlich, daB die Fructose keine meBbare Affinitit zum Enzym 
besitzt, wihrend Glucose eine wesentliche Affinitit zeigt. Was 
die verschiedenen Formen der Glucose betrifft, so bliebe noch 
zu untersuchen, ob eine Verschiedenheit zwischen der @- und 
der #-Glucose besteht, wie es nach Kuhn beziiglich der Taka- 
Saccharase der Kall ist. 

Wenn man auf Grund solcher Hemmungsversuche die 
Saccharasen als ausgesprochene Gluco- oder Fructo-Saccha- 
rasen Ccharakterisieren kénnte, wiirde somit die Saccharase von 
Penicillium glaucum eine Gluco-Saccharase darstellen. Wie 
schon friiher hervorgehoben wurde, sind allerdings solche Schlub- 
folgerungen aus experimentellen Ergebnissen dieser Art nicht 
unbedingt einwandfrei.') *) *) 

Bei der Besprechung der Kinetik der Rohrzuckerinversion 
mit der vorliegenden Saccharase wurde der EinfluB der Afii- 
nitiitsverhaltnisse des Enzyms zu Substrat und Spaltprodukten 
erwihnt. Inwieweit die gefundene Affinitit des Enzyms zu 
einem der Spaltprodukte (Glucose) von solcher GréBe ist, dat 
die Bindung des Enzyms zu diesem Spaltungsprodukt die starke 
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit allein erkliren kann, 
kénnen wir zurzeit nicht entscheiden. Bei einer quantitativen 
Berechnung der beeinflussenden Faktoren muB man die Zahlen- 
werte der verschiedenen AffinitaitsgréBen kennen. Die Affinitiit 
der vorliegenden Saccharase zu Rohrzucker haben wir noch 
nicht bestimmen kénnen. Ihre genaue Ermittelung stéBt viel- 
leicht auch auf nicht zu tiberwindende Schwierigkeiten. So- 
lange wir nur mit der im Zellverband der Pilze fest ge- 
bundenen Saccharase arbeiten kénnen, sind nimlich die Ver- 
suchsergebnisse noch zu unsicher, um fir eine quantitative 
Berechnung der vorliegenden Art verwertet werden zu 
k6énnen. 





) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 132, S. 301 (1902). 
7) Josephson, Diese Zs. Bd. 136, S. 62 (1924). 
*) Vgl. auch Kuhn, Diese Zs. Bd. 135, 8. 1 (1924). 
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Zusammenfassung. 


Das rohrzuckerspaltende Enzym in Penicillium glaucum 
wurde in verschiedenen Richtungen niiher untersucht. Es wurde 
dabei gefunden: 

1. Die Kinetik der Rohrzuckerinversion erwies sich bei 
simtlichen untersuchten Acidititen charakterisiert durch eine 
starke Abnahme des nach der Formel fiir monomolekulare 
Reaktionen berechneten Reaktionskoeffizienten. 

2. Die Aciditiitsbedingungen des Enzyms wurden fest- 
sestellt. Das Optimum liegt im p,,-Gebiet 4—6 und die vor- 
liegende Saccharase weicht also in dieser Hinsicht von anderen 
bisher studierten Saccharasen ab. 

3. Die Saccharase von Penicillium glaucum zeigt eine 
meBbare Affinitiitt zu Glucose (wenigstens zu einer der ver- 
schiedenen Formen), wihrend eine Affinitiit zu Fructose nicht 
konstatiert werden konnte. 


Anhang. 


Die oben mitgeteilten Versuche sind mit einem Stamm 
Penicillium glaucum II ausgefiihrt.') Mit einem anderen Stamm 
Penicillium glaucum II] wurde die Hemmung durch Glucose 
viel gréBer gefunden, wie die folgende Tabelle zeigt: 








Zucker Minnuten Drehung k- 10* 
Rohrzucker 5 °/, 0 1,58 — 
30 1,32 19 
60 1,23 13 
120 1,04 10 
180 0,83 10 
Rohrzucker 5 °/, 0 2,50 a 
Glucose 4 °/, 30 2,42 5,9 
60 2,38 4,2 
120 2,29 4 
180 215 45 











') Wir verdanken diese Kulturen dem Vorstand der Bakteriologischen 
Abteilung der Zentralanstalt fiir das Agrikultur-Versuchswesen, Herrn 
Prof. Chr. Barthel. 
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Gerade wie bei den Kulturhefen die verschiedenen Rassey 
Saccharasen mit wechselnden Affinititen zum Substrat und zu 
Spaltungsprodukten ausbilden kénnen, scheinen also diese Ver. 
schiedenheiten bei den Enzymen der verschiedenen Stiimme 
anderer Pilze auch aufzutreten. Es ist somit eine allgemeine 
Erscheinung, daB dieselbe Reaktion durch mehrere Enzyme 
von verschiedenen Eigenschaften und verschiedenen Wirkungs. 
weisen beschleunigt werden kann. 











Girungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. V. 


Uber die Aufgabe der Co-Zymase bei den Garungen. 


Von 
Hans v. Euler und Karl Myrbiick. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2, Mai 1924.) 


I. 


Uber die Frage, in welcher Phase der alkoholischen Girung 
| die Co-Zymase zur Wirkung kommt, besitzen wir nur mangel- 
hatte Kenntnisse. Eine von Neuberg gefundene, sehr inter- 
essante Tatsache ist, daB die Carboxylase obne die Co-Zymase 
vollkommen aktiv ist.) Daraus kann geschlossen werden, daB, 
_ wenn die carboxylatische Spaltung wirklich eine Teilreaktion 
- der Girung ist, der Eingriff der Co-Zymase in einem der Stadien 
_ zwischen Hexose und Brenztraubensaure erfolgt. 

Nun ist eben die Auffassung iiber diese Reaktionen be- 
' sonders unklar, vor allem ist man dariiber nicht einig, welche 
_ Rolle die Phosphate dabei spielen. DaB die Veresterung der 
Hexosen mit Phosphorsiiure wirklich eine Stufe der Garung 
_ ist, wird besonders von Neuberg bestritten.*) Aus der Tat- 
'sache, daB nur einige wenige Hefen verestern und nur in 
| Gegenwart von Toluol oder anderen Protoplasmagiften oder in 


) ') Neuberg u. Rosenthal, Biochem. Zs. Bd. 51, S. 141 (1913). — 
Harden, Biochem. Jl. Bd. 7, S. 214 (1913). — Euler u. 8. Karlsson, 
Biochem, Zs. Bd. 130, S. 551 (1922). 
*) Siehe z. B. Neuberg u. Hirsch, Ergebnisse der Physiologie 
| Bd. XXI, Abt. I, S. 413ff. 
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Form von Dauerpriiparaten, zieht Neuberg den SchluB, dat 
die Veresterung ein pathologischer Vorgang ist. 

Dagegen betrachtet Harden?) die Veresterung als cine 
Teilreaktion der Girung und hat durch viele Versuche die 
Giiltigkeit seiner Gleichung: 

2C,H,,0, + 2P0,HR, = 2CO, + 2C,H,OH -+ C,H,,0,(PO,R,) 
bewiesen. Dazu sei bemerkt, daB viele andere Verfasser dies 
bestitigt haben, nur hat man gefunden’), daB das Verhiiltnis 


Veresterte Phosphorsiiure 
Entwickelte Kohlensiiure 





zuerst gelegentlich gréBer als 1 ist, um gegen Ende der Ver- 
esterung den Wert 1 anzunehmen. Dies ist einleuchtend, 
wenn man bedenkt, daB das ,zweite Hexosemolekiil“ (nach 
Hardens Formel ausgedriickt) nicht sofort in CO, und C,H.OH 
zerfiillt, sondern daB dieser Zerfall iiber mehrere Zwischen- 
stufen verliuft. Wihrend der Reaktion befindet sich ein Teil 
des Kohlenstoffes in Form von Zwischenprodukten (z. B. Brenz- 
traubensiure); gegen Ende der Reaktion werden diese ver- 
braucht und der Quotient wird 1. 

Wenn nun die Bildung der Phosphorsiiureester der Hexosen 
eine der ersten Teilreaktionen der Giirung ist, war es von 
groBtem Interesse zu untersuchen, ob die Co-Zymase dabei 
mitspiele. Euler und Nordlund?) haben dieser Frage einen 
Versuch gewidmet. Sie konnten eine Beschleunigung {fest- 
stellen, die allerdings sehr klein war, was indessen, wie die 
Verfasser hervorheben, darauf beruhen kann, da die Aktivierung 
durch die schon in der Hefe vorhandene Co-Zymase beinahe 
maximal war. 

Nun kénnen wir indessen durch Auswaschen unserer Unter: 
hefe H eine co-zymasefreie Hefe darstellen, und danach durch 
Zusatz von gekochtem Hefenextrakt die Co-Zymasemenge 





1) Harden and Young, Proc. Bd. 80, 8S. 299 (1908) und Bad. 81, 
S. 336 (1909). 

*) Euler u. D. Johansson, Diese Zs. Bd. 85, 8.192 und zwar 
S. 199 (1913). 

5) Diese Zs. Bd. 116, 8. 229 und zwar 8. 235 (1921). 
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' beliebig variieren. (Der Extrakt muB erhitzt werden, um zu 


vermeiden, da& darin enzymatische Bestandteile vor- 
kommen.) 

In der Mitteilung I, S. 182 ff. haben wir gezeigt, daB die 
p,;kurve der Girung unserer Trockenhefe H ein ziemlich 
schmales Maximum zwischen p,, = 6,1—6,6 besitzt. Unsere 
Trockenhefe verestert Phosphat sehr stark. Andererseits hat 
Nordlund schon friither gezeigt, daB die Veresterungs- 


seschwindigkeit (gemessen durch die Abnahme des mit Mg 


fillbaren Phosphates) am gréBten ist eben in demselben Ge- 
hiete. +) 
DaB man unabhingig das Maximum der Kohlensiure- 


| entwicklung und das der Veresterung in genau demselben 
p,-Bereiche gefunden hat, muB als eine sehr starke Stiitze fir 
die Hardensche Formel betrachtet werden. 


Die Kohlensiure, die im Beginn der Giirungen mit unserer 


| Hefe mit groBer Schnelligkeit entwickelt wird, ist also nichts 
' anderes als die nach der Hardenschen Formel entstandene. 
Nun haben wir friher gezeigt, daB (bei kleinen Mengen von 
_ Co-Zymase) die Kohlensiureentwicklung im Beginn der 
| Girung der Co-Zymasemenge genau proportional ist.?) Ist 
also die obige Erérterung richtig, so muf auch die Bildung des 
_ Phosphorsiiureesters durch die Co-Zymase (und deren Enzym) 
| bewirkt werden, d.h. die Veresterung soll (in einem gewissen 
_ Gebiete) der Co-Zymasemenge proportional sein. Es ist auch 
| miglich, daB die Co-Zymase eine vor der Veresterung ein- 
_tretende Reaktion beschleunigt, deren Geschwindigkeit die der 
 Veresterung bestimmt. 


II. 


Wir fahren zuerst eine gréBere Reihe von Girungen an, 


tie mit denselben Hefen-, Zucker- und Phosphatmengen aber 
‘mit wechselnden Mengen Co-Zymase angesetzt sind. 


Zu jedem Versuch wurde genommen: 


‘) Ebenda S. 234. 
*) Erste Mitteilung tiber Co-Zymase, Diese Zs. 131, S. 191 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXXIX, 2 
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0,2 g beinahe Co-zymasefreie Hefe 
0,1 g Glucose 

1,0 eem 5°/, K-Na-Phosphat 

X g gekochte Hefe 


Volumen 2 ccm Pu = 6,4 





In der Tab. 1 sind die entwickelten Kohlensaiurevolumina 
nach verschiedenen Zeiten angegeben. 




































































Tabelle 1. 

g ge- Giérung in Stunden und Minuten 

kochte | | : ; 

Hefe Q'0 0*0% (40 05° aa 129 | ell 14° 1” | 900 910 2m | 940 | 390 | 330 
0,0 0,2.0,3 0,4/0,5)0,6| 0,7] 1,0] 1,2) 1,3) 1,8 1,4| 1,5] 1,7 1,8 2,0, 2.2 
0,005 — 0,2/0,8]1,3/1,8] 2,2) 3,2] 3,6) 4,1) 4,3) 4,7) 4,9) 5,4) 5,7) 6,2 6,6 
0,01 — 0,3/1,312,0/2,8] 3,4) 4,8] 5,4| 5,8) 6,2) 6,7) 6,9) 7,5! 7,7| 8,1 8,6 
0,02 — 0,4 1,812,7 3,7| 4,4 6,0] 6,6) 7,0) 7,2) 7,7| 8,0) 8,5) 8,8) 9,4 10,0 
0,03 —|0,6 2,1 3,0/4,3) 5,1, 6,7] 7,3) 7,7) 8,0) 8,5) 9,0] 9,7/10,0/10,7 11,5 
0,04 | °°") | 10,8,2,5 3,6/4,7, 5,6 7,2] 7,9} 8,4! 8,7 9,8} 9,9/10,8/11,2)11,9 12,7 
0,05 |©% | lo,4/1,3.2,8 4,215,568 8,6] 9,2 10,0 10,5/11,0/11,6/12,5/18,0/13,8, — 
0,1 0,6/2,1 3,9 5,6 7,1 8,5 10,3/11,0/11,8|12,5/18,2/18,5)14,3/14,5 15,4) — 
0,2 1,0 3,0 5,1 7,5 9,3 10,4 12,2/12,9 13,5 13,9)14,3 14,8)15,5)16,0116,8 — 
0,3 {1.0/3.1 5,8 8,0 9,9 11,1 12,8]18,3/18,9 14,3 14,8 15,4/16,3/16,7 17,7, — 
0,4 1,0|2,7'5,4 7,0 8,9 10,3 12,8/13,0/13,7/14,1/14,7 15,3/16,3|16,8/17,8 — 








Aus der Fig. 1 sehen wir, daB die Kurven einen aus- 
gesprochenen Knick besitzen. Der schrigste Teil (vor dem 
Knick) ist die Veresterungsperiode. Wenn das Phosphat ver- 
estert ist, sinkt die Kohlensiiureentwicklung auf einen geringeren 
Betrag, der durch die Spaltungsgeschwindigkeit des Esters 
bestimmt ist (Harden). Nun ist die Kohlensiureentwicklung 
eben in der Veresterungsperiode fiir Co-Zymasemenge pro- 
portional, in der Spaltungsperiode dagegen nicht. DaB die 
Co-Zymase bei der Spaltung, d. h. bei der Phosphatasewirkung 
nicht beteiligt ist, folgt aus den Versuchen von Young, der 
zeigen konnte, daB durch Co-zymasefreie (ausgewaschene) Hefe 
aus Zymophosphat freies Phosphat und Kohlenhydrat (Fructose 
und méglicherweise andere Zuckerarten) gebildet wurden. Das 
Kohlenhydrat wurde nicht vergoren. Auch dieser Zucker 
erfordert zur Vergiirung also Co-Zymase. 
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Fig. 1. 
III. 
In 2 Versuchen wurden jetzt parallel die Kohlensiure- 
entwicklung und die Abnahme des freien Phosphats bestimmt. 
Es wurden gemischt: 





Versuch 1. Versuch 2. 
2g Trockenhefe 4 g Trockenhefe 
10 cem n-PO, Sonst = Versuch 1 
1,8 g Glucose 
10 cem H,O 
Pu = 6,4 


9* 
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Tabelle . 

















— 


90 


Girung in Stunde 
Ver- Substanz 
such 0 015 | g30 | gt | 400 | 415 | 490 | 445 
ecm CO,... 0,0! 0,6) 1,8; 3,0) 4,9); 7,2} 10,8 | 14,0 


l | 97, freies PO, | 100 |98 |90 | 72 |52 |42 | 35 | 29 





























°/, freies PO, | 100 70 40 23 13 11 12 15 


Davon wurden 2 ccm zu Girungsversuchen genommen. 
Zur Bestimmung des freien PO, nach den verschiedenen Zeiten 
wurde 1 ccm der Mischung mit 4 ccm 3°/,iger NH, verdiinnt, 
zentrifugiert und das PO, in 4 ccm Zentrifugat mit Mg gefallt 
und als Mg,P,O, gewogen. In der Tabelle sind die Kohlen- 
siurevolumina und die Mengen freien Phosphats angegeben. 

In der Fig. 2 sind die Kohlensiureentwicklung und die 
Phosphatabnahme im Versuche 1 mit ausgezogenen, im Ver- 
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Fig. 2. 


suche 2 mit gestrichelten Kurven bezeichnet. Wir sehen, daf 
in voller Ubereinstimmung mit den Hardenschen Darlegungen 





ecm CO,... 0,0| 1,3] 5,2} 11,5 | 19,0 | 20,2 | 21,7 | 22,5 | 








2. 
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wd Minuten 





300 330 400 430 530 630 730 930 1045 12° 2400 









































22,8 | 23,5 | 24,5 | 25,0 | 26,3 | 27,9 | 29,2 | 30,8 | 33,1 | 81,7 | 40,5 
17 | 16 | 17,5) 20 |27 | 34 |41 | 47 | — | — {100 
26,4 | 28,0 | 29,5 | 31,8 | 34,2 | 365)/ — | — | — | — | — 
30 | 35 |40 | — | —}| —~ | —  ~ | — | = }|100 


die Kohlensiureentwicklung zuerst groB ist, bis die Hialfte 
der ganzen Kohlensiuremenge (40 ccm) entwickelt ist. Wahrend 
dieser Zeit sinkt die Menge des freien Phosphats auf ein 
Minimum. DaB die freie Phosphatmenge nicht null wird, 
beruht darauf, daB die Spaltung des Di-Phosphats natiirlich 
auch wahrend dieser Zeit stattfindet. Wenn alles Kohlenhydrat 
verestert ist, wird die Kohlensaiureentwicklung kleiner, indem 
die Girungsgeschwindigkeit nunmehr hauptsichlichst durch die 
Phosphatase geregelt wird. Wir sehen aus den Kurven, da 
die Menge freien Phosphats wieder langsam zunimmt. Wir 
sehen auch, daB im Beginn der Veresterung die Gasentwicklung 
kleiner ist als der Abnahme des Phosphats entspricht. Wenn 
aber die Phosphatmenge am kleinsten ist, ist die Kohlensaure- 
menge die Halfte der maximal entwickelten. 


aY. 


Wir gehen jetzt zum Hauptversuch iiber: Der EinfluB 
der Co-Zymasekonzentration auf die Veresterungs- 
geschwindigkeit. 

Es wurden gemischt: 

2g Co-zymasefreie Hefe 

0,9 g Glucose 

5 eem n-PQ, 

10 eem H,O 

dazu verschiedene Mengen gekochter Hefe 


Pa * 6,4 


Ks wurde wie frither die aus 2 ccm dieser Mischung 
entwickelte Kohlensiure bestimmt. Das freie PO, wurde wie 
friher bestimmt und ist als Milligramm Mg,P,0, angegeben. 
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Aus der Fig. 3 geht mit aller Deutlichkeit die Parallelitit 
zwischen Kohlensiiureentwicklung und Veresterung bei ver- : 
schiedenen Co-Zymasemengen hervor. f 

In Ubereinstimmung mit den oben besprochenen Befunden 
von Euler und D. Johansson sehen wir (am besten aus der 
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Tabelle 3. 
| g ge Rinne: in Sennen und Minuten 
4 chte Substanz|———— —— 
q Hefe (9° | p20, 930. (45 1° 115 13° 159 | 209 | 930 300 3% | 45° 445 Qv0 
— | oo 4 | Gc ix 4 a nee | 
CO, | 0,0 0,1) 0,1) 0,1) 0,1, 0,2 0,2) — | 0,3) — | 0,4 —| — | — | 0,9 
— |Mg,P,0, [27,3) — | — | — |27,6| — | — | — {27,0 — 27,5 seal Soandl lenell one 
CO, | 0,0 —|—/}—]| 0,1 —|—| 0,2) — | 0,8) 0,4) 0,5; — | 0,6) 0,8 
7 oo, pA) — jl) = — |29,3] — | —| — | —| — [29,7] 7 30,0 
4 CO, 0,0 — | 0,2 0,5} 1,2} 2,0 — | 5,0} —- | 6,6) 8,7 10,8 — |14,5) 20,5 
oo | PO, 9.4) —|—| — | — eee] — | — | — |16,6! — |18,4) — | 7,4/18,9 
CO, | 0,0 — | 0,4! 1,2! 2,2! 3,8) — | 9,5] — 12,4 15,3:18,0 ae 20,0 23,0 
0,1 PO, 29,4) — | — | — |20,8) — | — |11,4) — | — | — | 6,0} —| 7 1,2 15,0 
; CO, | 0,0 — | 0,5) 2,5) 5,3) 7,6] — |15,4) — 16,9/17,5]18,1) — |19,1] 22.8 
a PO, 29,3, — | — |21,1]) — {15,2 — | 9,8) -- | 7,5) — 8,3) — /11,5 20,6 
a CO, | 0,0 0,5 1,0) 3,0 6,0, 9,7/13,3; — |16,0 16,5 17,5, — 18,8, — | — 
” PO, [27,5 — | — |19,0) — 13,9 —|—| 5,9 —| 9.1 — 145 —) — 
a CO, | 0,0) 1,2) 3,0) 6,2 9,9 13,2]15,0 — |15,7/16,8/17,5| — |19,8} — | — 
PO, 27,5) — 19,4 (11,5) — | 9,8) — | — | — /14,1) — |19,2) — | — 
CO, | 0,0) 1,0 2,4 5,7| 9,6/12,9/14,8] —- |15,7/16,617,5, — |19,8) — | — 
~~ PO, 97,5) 22,8 — 121. —| —|—|—| 9,9 — |13,4 — 18,8) — | — 








Hig. 2), daB die Veresterung anfangs schneller verlauft als die 
(sasentwicklung. 


Aus unseren Versuchen ziehen wir folgenden SchluB: 

Die Bildung der Phosphorsiureester aus den Hexosen!) 
oder méglicherweise eine noch friihere Umwandlung des Zuckers 
ist diejenige Reaktionsstufe der Garung, zu welcher die Mit- 
wirkung der Co-Zymase erforderlich ist. 

Auf eine vermutlich analoge Beteiligung der Co-Zymase 
am Kohlehydratstoffwechsel héherer Pflanzen haben wir friher 
hingewiesen. 

Durch die hier mitgeteilten Versuche gewinnt die Harden- 
sche Theorie iiber die Beteiligung des Hexose-diphosphates als 
Zwischenprodukt der Girung eine neue Stiitze. 





1) Uber die Frage, welche Ester hierbei gebildet werden, wollen 
wir uns vorliufig nicht iuBern 








Uber die Drehung der bei der Starkespaltung durch Malz- 
extrakt auftretenden Maltose. 


Vorlaufige Mitteilung. 


Von 


Hans y. Euler und Karin Helleberg. 


‘Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1924.) 


Die Frage, in welcher Weise sich die Molekiile der Mal- 
tose in der Starke gegenseitig binden, ist in den letzten Jahren 
wieder Gegenstand vielseitiger Erwigungen und Versuche ge- 
wesen, welche teilweise zu der Auffassung gefiihrt haben, dai 
zwischen den Komponenten des Stirkemolekiils Nebenvalenzen 
zur Mitwirkung kommen. Die vorliegende Konstitutionsfrage 
kann zunichst spezieller so formuliert werden: Ist die Bindung, 
welche durch die Amylase gelést wird, von gleicher bzw. ihn- 
licher Art wie diejenigen, welche innerhalb der Biosen zwischen 
den beiden einfachen Zuckerresten wirksam sind, also mit 
Bindungen, welche wir kurz als a- oder #-glucosidisch be- 
zeichnen kénnen? 

Kine @- und eine #-Form kommt bekanntlich auch bei 
der Maltose vor; fiir die zwei verschiedenen, so bezeichneten 
Formen werden die spezifischen Drehungen angegeben: 


a-Form 6-Form 
[aly = 168° [a]p = 118° 
wihrend die Gleichgewichtsdrehung bei + 136° liegt. 
Zu den Bezeichnungen @- und f-Maltose ist folgendes zu 
bemerken: Die Ansicht iiber die sterischen Griinde der Muta- 
rotation, zu welchen man bei der Glucose gekommen ist, hat 
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man auf die Maltose iibertragen. Die Analogie zwischen den 
sterischen Unterschieden der a@- und f-Form der Glucose 
einerseits und der Maltose andererseits ist zwar nicht genau 
begriindet, aber naheliegend, und die — bis jetzt allerdings 
lickenhaften — Kenntnisse der Alkylmaltoside scheinen fiir 
eine solche Analogie zu sprechen. 


Man kann also fragen, ob in der Starke und in ahnlichen 
Glucose-Polysacchariden Glucose-Maltoside vorkommen, und 
welche Tatsachen fiir die Existenz von «- und f-Maltosiden 
sprechen. 


In einer vor laingerer Zeit in diesem Laboratorium aus- 
gefiihrten Arbeit von O. v. Friedrichs?) wurde die Annahme 
erwogen, ob in der Verkettung der Glucosemolekiile in der 
Stiirke neben «-Bindungen auch #-Bindungen enthalten sind, 
und O. v. Friedrichs hat tatsichlich eine Biose isoliert, 
welche nur durch Emulsin gespalten wird. Manche in dieser 
Arbeit geiuBerten Auffassungen bediirfen nunmehr, besonders 
auf Grund unserer Kenntnisse iiber die Pringsheimsche Di- 
und Tri-Amylose einer Modifikation. | 


Die neueren Ergebnisse auf diesem Gebiet sind kiirzlich 
von Pringsheim, Karrer, Pictet, Irvine und Ling zu- 
sammengestellt worden und wir kénnen uns deshalb darauf 
beschriinken, auf einige dieser Monographien zu verweisen.?) 

Wir haben versucht, zur Lésung des Konstitutionsproblems 
der Starke durch Beantwortung der Frage beizutragen: 


Wird bei der Einwirkung von Malzextrakt auf Stirke 
und Glykogen a@- oder f-Maltose gebildet? 


Auf das Vorkommen von £-Bindungen in der Starke deutet 
nach Karrer’) die Bildung von Livoglucosan bei der trocknen 
Destillation der Stirke, und kiirzlich gab Kuhn‘) Versuche an, 





1) O. v. Friedrichs, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 5, Nr. 2; 1913. 

*) Pringsheim, Die Polysaccharide. 2. Aufl. Berlin 1922. — 
Karrer, Der Aufbau der polymeren Kohlenhydrate, Erg. d. Physiol. 
Bd. 20, S. 483 (1922). — Ling, Jl. Chem. Soc. Bd. 123/24, S. 2666 (1923). 

8) Karrer, Helv. Chim. Acta Bd. 38, S. 258 (1920). 

*) Kuhn, Diese Zs. Bd. 135, 8. 12 (1924). 











26 H. y. Euler und Karin Helleberg, 


nach welchen eine — allerdings sehr langsame — Verzuckerung 
der Starke durch Emulsin eintritt. 

Uber unsere (noch nicht abgeschlossenen) Versuche kénnen 
wir folgendes mitteilen. 


Enzymmaterial. 


Die erste Untersuchung iiber Malzamylase aus diesem 
Laboratorium, bei welcher die Wirksamkeit des Enzyms ge- 
messen wurde’), betrifft Enzympriparate, welche die Wirksam- 
keit Sf = 16,6 erreichen, bzw. den von Willstatter benutzten 
Amylasewert 0,88. 

Wir haben aus Trockenmalz hergestellte Priparate weiterer 
Reinigung unterworfen und zwar durch Dialyse, Behandlung 
der Liésung mit Tonerdehydrat und Elution des Adsorbates 
mit Natriumphosphat. Dadurch wurde die Wirksamkeit unserer 
Praparate bis zu Werten von Sf = 40 verbessert; auf die 
Beschreibung der Reinigungsversuche kommen wir in anderem 
Zusammenhang zuriick. 

Als Beispiel fiir den Gang der Reinigung sei folgender Versuch 
angefiihrt: 

Malzextrakt (25. September 1923) enthilt vor der Dialyse 
0,1355 g/eem 'Trockensubstanz. 

Priifung der Wirksamkeit: 37°. Gemischt 20 ecm 2°/,ige Starke- 
losung (Zulkowsky) + 5 cem Phosphatlésung (py, = 5,0—5,3) + 14,8 eem 
Wasser + 0,2 ecm Enzymlésung; Totalvolumen 40cem. Sf = 0,68. 

Nach der Dialyse (46 Stunden) Trockengewicht 0,0027 g/cem. 
Sf = 22,2. 

Nach der Behandlung mit Tonerdehydrat Trockengewicht 
0,0016 g/eem. Sf = 35,5. 


Versuche. 

Um die Starkespaltung in méglichst kurzer Zeit verlaufen 
zu lassen, wurde die Enzymlésung unter vermindertem Druck 
so stark konzentriert, als dies unter Beibehaltung einer — fir 
die Polarisation erforderlichen — klaren Liésung méglich war. 

Die Mutarotationsgeschwindigkeit der Maltose wird nach 
Hudson?) durch die fiir 20° giiltige Konstante 0,0072 dar- 





1) Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, 8S. 193 (1920). 
2) Hudson, Jl. Amer, Chem. Soe. Bd. 32, S. 889 (1910). 
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gestellt; wahrend der gleiche Forscher fiir die Konstante der 
Glucose 0,0065 angibt; die Mutarotation der Maltose verlauft 
also mit ahnlicher Geschwindigkeit wie diejenige der Glucose. 

Die konzentrierte Enzymlésung wurde mit dem 10fachen 
Volumen 2°/,iger Stirkelésung und dem 5fachen Volumen 
Phosphatlésung (p,, = 5,09) gemischt. 

Es wurde dann 

1. die Drehung im Polarisationsrohr beobachtet, 

2. in einem Parallelversuch gleichzeitig die Jodreaktion 
verfolgt, 

3. wurde nach 10 Minuten in einer Probe die Reduktions- 
fihigkeit nach Bertrand gemessen, 

4. wurde nach beendeter Reaktion die Lésung mit Am- 
moniak versetzt, um die Knddrehung (Gleichgewichtsdrehung 
der Maltose) einzustellen. 











A. 
Minuten | Drehung | Jodfarbung 
2 1,55 | blau-lila 
4 1,40 rot-lila 
6 | 1,38 | hellbraun 
10 1,35 | farblos 
15 1,45 | _ 
45 1,42 | os 





Reduktionsfahigkeit nach 10 Minuten langer Kinwirkung 
des Enzyms. 
10ccm Lésung enthalten 0,1 g Stirke. 


KMn0, mg Cu mg Maltose 
6,8 67,32 61,6 
Parallelvers. 6,75 66,83 61,1 





Mittel 61,4 
61,4 mg Maltose entsprechen 58,2 mg Starke. Die spezi- 
fische Drehung der Zwischenprodukte kann mit 160° in Rech- 
nung gesetzt werden); ihre Drehung im vorliegenden Fall be- 


1) Siehe hierzu Pringsheim und Fuchs, Chem. Ber. Bd. 56, 
S. 1762 (1923). 
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tragt also 0,419 x 1,60 = 0,67. Die Differenz zwischen der 
Enddrehung 1,40° und 0,67° betrigt 0,73°. 
Die spezifische Drehung der gebildeten Maltose betrigt 


demnach = 0,73: 0,00614 = 119°. 











B. 

Minuten | Drehung Jodfirbung 
1 | 1,64 blau 
2.5 | 1,53 blau-lila 
5 | 1,42 hell-lila 
7 | 1,40 farblos 

10 | 1,38 — 
12 | 1,37 — 
15 1,45 me 
18 | 1,40 - 

30 | 1,38 _ 





Reduktionsfihigkeit nach 10 Minuten langer Einwirkung 
des Enzyms 


KMn0O, mg Cu mg Maltose 
7,2 70,29 64,2 
Parallelvers. 7,2 70,28 65,1 
Mittel 64,6 


64,6 g Maltose entsprechen 61,2 g Stiirke. Die Drehung 
der Zwischenprodukte betrigt 0,62°. Die Drehung der Mal- 
tose 1,40—0,62° = 0,78°. Hieraus berechnet sich die spezi- 
fische Drehung der entstehenden Maltose zu [@]> = 121°. 


C. 

Die oben erwaihnten Reaktionsgemische triibten sich nach 
einigen Stunden, so daB die Ablesung der Enddrehung nicht 
moéglich war. Aus diesem Grund wurde die Enddrehung nach 
15 Minuten Reaktionsdauer mittels Ammoniak eingestellt; dieser 
Versuch und ein mit entsprechendem Wasserzusatz angestellter 
Parallelversuch ergaben folgendes Resultat*) 


Drehung (+ Volumen Korr.) (eehea a « 
a (+ - » ) nach Ammoniakzusatz 1,53° 





) An den Ablesungen haben die Herrn Josephson und Myrbick 
teilgenommen, wofiir ihnen auc. hier gedankt sei. 
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Es trat also bei Einstellung der Gleichgewichtsdrehung 
eine Drehungserhéhung ein, was auf den Ubergang von 
f-Maltose in die Gleichgewichtslage hindeutet. Der bis jetzt 
beobachtete Effekt ist aber gering. ine geplante Wieder- 
holung dieser im Frihjahr und Herbst 1923 ausgefiihrten 
Versuche konnte leider noch nicht zur Ausfiihrung kommen; 
dieselbe soll nun méglichst bald einerseits mit Amylose und 
Glykogen, andererseits mit Pankreasamylase unternommen 
werden, welches ja, wie durch die Versuche von Willstatter, 
Waldschmidt-Leitz und Hesse‘) gezeigt wurde, in etwa 
30mal héherer Wirksamkeit erhalten werden kann. 

Der bis jetzt erhaltene schwache Effekt scheint darauf 
hinzudeuten, daB bei der Spaltung von Stirke durch Malz- 
extrakt die Maltose tiberwiegend in der §-Form auftritt. Wir 
méchten daraus noch keineswegs den SchluB ziehen, daB die 
Amylase ein #-glucosidisches Enzym ist. Allerdings kénnte 
die sehr geringfiigige Einwirkung von Glucosidase auf Stirke 
mit einer geringen Affinitiit dieses Enzyms zur Stirke in Zu- 
sammenhang gesetzt werden. Es darf aber vielleicht auch 
daran erinnert werden, da das primaire Auftreten der niedriger 
drehenden Maltoseform (8-Form) nicht notwendig auf ihre Ent- 
stehung aus einer Molekilkombination zuriickgefiihrt zu werden 
braucht, welche den einfachen #-Glucosiden entspricht. 


1) Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse, Diese Zs. 
3d. 126, S, 143 (1928). 

















Die Abhangigkeit der alkoholischen Garung 
von der Aciditat. 
Von 
Karl Myrbiiek. 
(Mit 3 Figuren im Text ) 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1924.) 


Uber die p,-Empfindlichkeit der Girung durch frische 
Hefe sind unsere Kenntnisse ziemlich vollstindig. Die bis 
1914 bekannt gewordenen Tatsachen findet man in einer 
Dissertation von Higglund.!) Eine Zusammenfassung der 
Hefenenzyme in bezug auf ihre Abhingigkeit von der Wasser- 
stoffionenkonzentration hat neulich G. Hagues gegeben.*) 

Kine vollstiindige p,-Kurve der Girung einer Oberhefe 
haben Euler und Heintze ermittelt.’) Sie fanden ein breites 
Optimum von p,, = 3 bis 7,5; noch bei p, = 2 und 8 sind 
die Geschwindigkeiten betrichtlich. Dasselbe gilt nach Euler 
und Emberg auch fiir Unterhefe.*) Mit Hefenwasser und 
auch mit bekannten reinen Substanzen, wie Asparagin, lief 
sich die Girungsgeschwindigkeit steigern; das Optimum blieb 
aber dasselbe. Auch iiber die p,,-Grenzen des optimalen 





') Hefe und Girung in ihrer Abhangigkeit von Wasserstoff- und 
Hydroxylionen. Sammlung Ahrens, Stuttgart 1914. 

*) Jl. of the Institut of Brewing Bd. 30, S. 298 (1924); Wochenschr. 
f. Brauerei XLI. Jahrgang, Nr. 18 (1924). 

5) Sv. Vet. Akad., Arkiv for kemi ete. Bd. 7, Nr. 21 (1917). 

‘’) Zs. f. Biologie Bd. 69, S. 349 (1919). 
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Hefenwachstums besitzen wir genaue Angaben, z. B. von Euler 
und Svanberg, von Svanberg!) und von Emslander.”) 

Uber die p,,-Kurve der Trockenhefe, also die der ,,Zymase“ 
oder eines ihrer Teilenzyme, lagen merkwiirdigerweise bis vor 
kurzem keine genauen Messungen vor. Buchner’) gibt an, 
daB die stiirkste Girung bei schwachem UberschuB von OH- 
Jonen eintritt, z.B. in Lésungen von sekundirem Natrium- 
phosphat oder sogar von Kaliumcarbonat. Indessen muB hierzu 
bemerkt werden, daB durch die Kohlensiureentwicklung die 
Aciditit der Lésung vergréBert wird, so daB die beobachteten 
Girungsgeschwindigkeiten in Wahrheit p,, = 6—T7 entsprechen 
diirften. 

Uber die Giirung in saurer Losung sagt Buchner, dab 
die Geschwindigkeit zwar anfangs klein ist, daB aber die 
totale Kohlensiureentwicklung nicht vermindert wird. 

Nun ist die totale Vergirung als Ma8 der Wirkung der 
,Zymase“, deren Co-Knzym oder iiberhaupt eines der in der 
Girung teilnehmende. Enzyme ganz ungeeignet. Die totale 
Vergiirung ist ein MaB der Bestaindigkeit der Enzyme, und 
kann also vielleicht unter besonderen VorsichtsmaBregeln als 
ein MaB gewisser Schutzsubstanzen, ,,Antiproteasen“, angewandt 
werden (Haehn).*) Uber die Giirungsgeschwindigkeit, d. h. iiber 
die GréBe der enzymatischen Wirkung der Girungsfermente 
baw. tiber die GréBe von deren wirksamen Anteil, sagt die 
totale Vergirung wenig aus. Die Girungsgeschwindigkeit muB 
wihrend der ersten Stunden gemessen werden, und in jedem 
Falle vor dem Eintritt irgendwelcher Schwichung oder Ver- 
inderung der Enzyme.°) 

Zum ersten Male wurde von Kuler und Myrbick®) die 
p,-Kurve einer Trockenhefe, d. h. eines Zymasepriiparates, 


') Zs. f. techn. Biol. Bd. 8, 8S. 1 (1920). 

*) Zs. f. d. ges. Brauwesen Bd. 42. 8. 127 (1919). 

’) Zymasegirung S. 143. 

*) Haehn u. Schifferdecker, Biochem. Zs. Bd. 138, S. 209 (1923). 

°’) Vgl. Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 133, S. 260 (1924). 

°) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 131, S$. 179 (1923), und zwar 
S. 185. 
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untersucht, und zwar mit dem bemerkenswerten Ergebnis, dab 
sie in hohem Grade von der p,-Kurve derselben Hefe in 
frischem Zustande abweicht. Dadurch wurden manche eigen- 
tiimliche Befunde iiber Aktivierungen und Hemmungen, die 
durch allerlei Substanzen verursacht sein sollten, einfach durch 
die Aciditiitsverschiebungen erklirt, die durch die betreffenden 
Substanzen veranlaBt wurden. 

Die méglichen Erklirungen zu der verschiedenen p,- 
Empfindlichkeit der frischen und der getéteten Hefe wurden 
diskutiert.') Weiter wurde die Aufmerksamkeit darauf gelenkt, 
daB das gefundene p,,-Optimum der Girung mit dem der 
Bildung vom Zymophosphat genau zusammenfiallt*), und es 
wurde die Ansicht ausgesprochen, daB dies kein Zufall sei. 
Spiiter sind wir der Frage iber den Zusammenhang zwischen 
Giarung und Veresterung niaher getreten*) und konnten zeigen, 
daB die Co-Zymase (das Hardensche Co-Ferment) die in jeder 
Hefe vorhanden, und fiir das Kintreten jeder Girung not- 
wendig ist, eben bei der Veresterung der Hexosen mit Phosphor- 
siure mitwirkt. 

Uber die Rolle der Hexosephosphate in der Gurung gibt 
es zwei Ansichten. Einerseits sieht Harden, der gréBtenteils 
unsere Kenntnisse iiber die Wirkung der Phosphate bei der 
Girung geschaffen hat, in der Bildung von Phosphorsiure- 
estern eine Teilreaktion der Girung.*) Bei der Bildung von 
1 Mol Fructosediphosphat entsteht parallel je 2 Mol CO, und 
C,H,OH. 

Andererseits macht Neuberg®) geltend, daB die Bildung 
von Zymophosphat die AnBerung eines abnormen Zustandes 
der Hefe ist und nicht bei der normalen Girung eintritt. Er 
stiitzt sich dabei auf die Tatsache, da8 nur wenige Trocken- 

1) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 131, S. 179 (1923), und zwar 
S. 186. 

?) Kuler u. Nordlund, Diese Zs. Bd. 116, S. 229 (1921). 

*) Euleru. Myrbiack, Gérungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. V. 
Diese Zs. (1924). 

4) Alcoholic Fermentation S, 41. 


5) Siehe z. B. Uber Fragen der Garungschemie von Neuberg und 
Hirsch. Ergebnisse d. Physiol. Bd. XXI, S. 413 (19238). 
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hefen oder PreBsifte die typische, schnelle Veresterung zeigen, 
wihrend viele ‘Trockenhefen und alle untersuchten frischen 
Hefen, sofern nicht Gifte zugegen sind, keine oder nur un- 
bedeutende Phosphatbindung bewirken. 

Nun hat unsere Trockenhefe //, die eine typische, ver- 
esterungsfahige Hefe ist, genau dasselbe p,,-Optimum fiir 
Girung und Veresterung. Andererseits haben die nicht ver- 
esternden frischen Hefen ein ganz anderes p,-Optimum. Es 
war nun von groBem Interesse, das p,,-Optimum einer nicht 
veresternden ‘l'rockenhefe zu bestimmen, denn diese Bestimmung 
kann dazu beitragen, eine etwaige Ungleichheit der beiden 
Hefegiirungen zu zeigen. Dazu haben wir die Oberhefe R 
yon Stockholms Norra jistfabrik benutzt. Weder in frischem, 
noch in trockenem Zustande bewirkt diese Hefe eine meb- 
bare Abnahme des anorganischen Phosphates. 


Experimentelles, 
4 


Zuerst wurden mit den frischen Hefen einige Punkte der 
p,-Kurven bestimmt. Die Hefen sind: 
I. Unterhefe H der St. Eriks Brauerei, die Trockenhefe verestert stark, 
If, Oberhefe # aus Stockholms Norra jastfabrik, die Trockenhefe ver- 
estert nicht. 
Giirmischung: 1 g frische Hefe, 
1g Glucose, 
0,35 g PO, als Kalium-Natriumsalz, 


Volumen 20 ecm. 


Tabelle 1. 
Oberhefe #. (Trockengewicht 30°/,.) 





ecm CO, nach Stunden 
—-—— —_—— Relative Geschwindigkeit 
% | 1 | 1% | 2 


| ' 


Pir an 








29 | 22 58 | 20 | 130 82 
4,8 27 72 | 119 | 160 99 
59 | 27,5 | 79 | 120 | 165 100 
6,6 195 | 67 | 102 | 140 100 
7,2 8 20 | 70 | 117 a4 





Hloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CXXXIX, 
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Tabelle 2. 
Unterhefe H. (Trockengewicht 20°/,.) 








eem CO, nach Stunden 
Pr —— Relative Geschwindigkeit 


Ie | 1s | 3, 5"), 





; ee — 
| | 


1,9 1 | 0) | _ 241) 
47 |29 | 89 | 162 | 181 100 
| 7,0 | 10,5 | 75 | 160 | 184 100 











Die Kohlensiiurevolumina wurden iiber Quecksilber ge- 











messen. 
In der Figur 1 ist die Kurve von Euler und Heintze 
gestrichelt. 
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Unsere Versuche mit der Hefe ”? sind mit ©, die mit 
der Hefe H mit [] eingezeichnet. Die Punkte fallen fiir beide 
Hefen gut mit der Kurve zusammen, und es besteht zwischen 
den beiden Hefen in dieser Hinsicht kein wesentlicher Unter- 


schied. 
II. 


Der Verlauf der Girung der beiden Trockenhefen wurde 
verfolgt. Dabei zeigte sich wie gewéhnlich unter Anwendung 
der Hefe //, daB die Kohlensiureentwicklung wahrend der 





1) Anfangsgeschwindigkeit, denn bei dieser Aciditiit kommt bald 
die Girung zum Stehen. 
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ersten Halfte der Reaktion (Veresterung) stark war, aber da- 
nach mit einem Male zu einem geringen Werte sank. Bei 
der Hefe # ist die Kohlensiiureentwicklung wihrend beinahe 
der ganzen Zeit stark, um gegen Ende schnell auf Null zu 
sinken. Dies entspricht voéllig dem verschiedenen Verhalten 
der Hefen, dem Phosphat gegeniiber. 


TI. 


p,-Kurve der trockenen Oberhefe /’, 
Mischung: 0,5 g Trockenhefe 
0,5 g Glucose 
2,5 °/) K-Na-Phosphat 


5 cem Volumen. 


Tabelle 3. 





q H 


ets n ve 


431 
438 
44 
4,99 
5,00 
£530 
6,00 
6,20 
6.23 
PB.55 





ecm CO, nach Stunden 











$2 


et ie +e iit.) = 1, 8 | 8%, | 


4 41), | 5 6 7 


13 3,1] 5,3. 7,7] 18,5} 20,5 | 28,5 | 36,5 48,0 56,4 | 66,9 | 78,9 | 92,3 | 95,7 
1,5 3,8, 6,8 9,11 15,9] 23,9] 38,0 43,2 54,2 64,8 | 75,0 | 87,0 | 95,0 | 97,0 
16 36) 85 141) -— }—}—}—)—)|—j};—)}—]-—)|- 
3,0 8,4 | 18,8 | 20,0 | 22,8 | 45,6 | 58,0 | 70,3 | 82,1) 88,7; — | — |94,0| 94,2 
3,0 8,8 14,4 20,6 | 33,6} 46,5 | 59,0 | 70,5 | 82,8 89,0] — | — | 93,0] 94,0 
6,0! 18,5;/230; —}|~¥—{—}]—};—}J—}]—}]—-—J/—]-|— 
ORE 30) ee eee eee en ee ee es ee ee ee 
7,2 | 16,9/298,8) — | — |}— | — | — | — | — | — | — |e f= 
2,0 8,9 16,0 24,7 | 44,0 | 61,0 | 77,3 | 85,07 88,0 90,5 | 91,5 | 92,5 | 94,8 | 95,7 
1,6 6,2} 15,0 25,4 —j}—}]— | -|-|- Vo (ena bcc 




















In der Fig. 2 ist die p,-Kurve der veresternden Trocken- 
hefe H ausgezogen.') Die p,,-Kurve der frischen Hefen ist ge- 
strichelt.?) Die mit der Trockenhefe R gewonnenen Zahlen 
sind durch Ringe angegeben. 

Wir sehen, da8B die Girung durch diese nicht ver- 
esternde Hefe & genau dasselbe p,,-Optimum besitzt 
wie die Hefe H und wie die Veresterungsgeschwindig- 
keit der Hexose (mit der Phosphatmethode gemessen) 





') Euler u. Myrbiick, a.a. O. 
*) Euler u. Heintze, a.a. O. 
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100 
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(p,, = 6,1—6,7). Die Punkte fallen auch gut mit der Kurve 
zusammen. Dab eine kleine Abweichung im Sinne eines etwas 
breiteren Optimums médglicherweise 
vorhanden ist, ist nicht zu verwun- 
dern, denn bei dieser Hefe stehen dic 
(seschwindigkeiten der 'eilreaktionen 
der Girung (insbesondere Bildung und 
Zersetzung von Hexosephosphaten) in 
einem ganz anderen Verhiiltnis zu- 
einander als bei der stark verestern- 
den Hefe //. 
\ oo | Diese Ubereinstimmung der p, - 
} | Optima der beiden Hefen ist wohl 
 é | | | kaum ein Zufall. Nichts veranlabt 
2 4 py 6 6 uns anzunehmen, dab die Girungen 
seein ganz verschieden verlaufen sollten. Der 
einzige Unterschied ist, daB das Hexosephosphat von der Hefe // 
aus irgendeinem Grunde sehr langsam gespalten wird, woraus 
die Anhiufung davon erklirlich ist. Nun ist von mehreren 
Autoren gezeigt worden, daB mehrere Hexosephosphate ge- 
bildet werden.'!) Es ist deshalb wohl auch méglich, daB in 
dem einen Falle die Bildung von einem Phosphorsiiureester 
mit tibermiBig groBer oder kleiner Geschwindigkeit verliiuft. 


80 / 
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IV. 
Die Garungsgeschwindigkeit als Funktion der P0,-Konzen- 
tration. 


Besteht nun zwischen den Giirungen der beiden Hefen // 
und # kein anderer Unterschied als die ungleich schnelle 
Zerlegung der gebildeten Hexosephosphorsiiureester, so folgt 
daraus, daB sich der Kreislauf des Phosphates bei der Hefe 7 
viel schneller vollzieht, und man muB erwarten, da sich die 
Abhiingigkeit der Girungsgeschwindigkeit von der PO,-Kon- 
zentration bei den Hefen verschieden gestalten wird. 


1) Robison, Biochem. Jl. Bd. 16, S. $09 (1922); vel. auch Lebe- 
dew, Diese Zs. Bd. 132, S. 275 (1924), 
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Die 'abellen seien sogleich angefiihrt. 


Mischung: 0,25 g Trockenhefe 


0,25 g¢ Glucose 


5 eem Volumen. 


Die PO,-Konzentration ist in Mol PO, im Liter an- 


r) 


vegeben. 


Tabelle 4. 
Hefe //. 





























Zeit: Stunden £ E 
PO, rE "9 
1 1/ ‘ > 1 o vo 
; i'/, 2 | 8 4 4, | Som 
0,8 2,1 2,9 3,6 4,5 5,4 | 6,0 1: 
0,0085 1,7 3,6 5,2 | 6,9 10,0 11,8 | 12,8 31 
O,017 1,5 4,0 6,0 1,5 12,0 | 15,0 | 16,5 41 
0,034 3,2 6,5 9,7 | 12,0 16,0 | 19,6 | 21,9 51 
0,068 4,0 8,3 | 14,0 | 188 280 ; — | — 93 
0,102 5,0 12,6 18,2 _ -— 38,0 | 42,0 95 
0,136 9,2 — | 21,0 — 32,0 — | — 100 
0,17 45 | 11,3 | 16,0 — 30,0 | 35,0 | 38,0 95 
0,27 9,0 — | 909 — 23,0 | — — 83 
0,34 1,5 3,0 | 5,0 8,0 14,0 | 20,0 | 24,0 64 

Tabelle 5. 

Hefe R. 
Zeit: Stunden Ee 
PO, . ies 
Me | oY 1 | wy, | 2 | ay « tae 
i4 | 2 | 2 | © ig Mo 
| 

~ 2,5 6,0 14,4 | 220 | 84,5 | 42,9 | 54,0 52 
0,034 5,1 | 10,8 | 24,4 | 35,2 | 50,0 | 55,0 | 56,6 91 
0,068 | 5,1 | 11,5 © 26,5 38,1 | 51,9 | 55,5 | 56,0 | 100 
0,136 3,9 93 | 21,9 | 326 | — 56,8 | 57,0 80 
0,24 1,9 4,7 12,1 19,0 | 30,0 | 37,0 | 47,5 45 
0,34 1,9 3,2 8,5 13,9 20,0 | 25,6 | 42,5 30 


In der Fig. 3 bedeuten die Kurven die Girungsgeschwin- 
ligkeiten als Funktionen der PO,-Konzentration. 











88 Karl Myrbiick, Die Abhingigkeit der alkoholischen Girung usw. 


Die Girung wird fiir beide Hefen anfangs stirker, er- 
reicht ein Maximum und wird danach wieder schwiicher. Nur 
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liegt, wie erwartet werden konnte, bei der Hefe R mit den 
schnellen Phosphatumsatz das Optimum bei einer kleineren 
PO,-Konzentration, und die Garungsgeschwindigkeit wird bei 
gréBerem Uberschusse von PO, entsprechend mehr erniedrigt. 








Zur Kenntnis der Gallensauren. 
XI. Mitteilung. 
Von 
Martin Schenck. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts der 
Universitat Leipzig.) 
(Der Kedaktion zugegangen am 10. Juni 1924.) 


1. Uber Bilisoidansaure. 


Bei der Oxydation der Cholsiure mit Kaliumpermanganat 
in alkalischer Liésung nach Lassar-Cohn!) erhalt man be- 
kanntlich ein Gemenge von viel Biliansiure und wenig Iso- 
biliansiure. Die Isomerie dieser beiden Diketotricarbonsiuren 
von der Formel C,,H,,O, ist von Wieland?) dahin gedeutet 
worden, daB bei der Bildung der Biliansiure ein Ring des 
Cholsiiuremolekiils auf der einen Seite des sauerstofftragenden 
Kohlenstoffatoms gesprengt wird, wihrend bei der Entstehung 
der Isobiliansiiure der Aufbruch desselben Ringes auf der 
anderen Seite des bezeichneten C-Atoms erfolgt. Demgemif 
kann man mit Wieland?) ’%) fir Biliansiure und Isobiliansiure 


die nachstehenden Formeln A und B annehmen. 


CH, CH, 
F tine 
CO CH CO CH 
A | I {| }C,H,-COOH B | II | | Cth, COOH 
cH »oCHJ C4 OH 
Pte il 
COOH C———CH, H,C > a= 
| UW | | | = } 
COOH HC CO COOH HC CO 
CH, CH, HOOC CH, 
Biliansiiure, C,,H;,0,; Isobiliansiiure, C,,H,,0,. 


) Chem. Ber. Bd. 32, S. 683 (1899). 
*) Diese Zs. Bd. 108, 8. 314 (1919). 
*) Wieland u. Schlichting, Diese Zs, Bd. 123, 5, 216 (1922), 
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Wihrend nun Biliansiure sowohl durch 65°/, ige, als auch 
durch 50°/,ige Salpetersiure in die sechsbasische Biloidan- 
siure, C,,H,,0,,1) iibergefiihrt wird, habe ich bei der Hin- 
wirkung einer 65°/, igen HNO, auf Isobiliansiure ein schwer- 
lésliches bzw. einwandfrei charakterisiertes Reaktionsprodukt 
nicht gewinnen kénnen.”) Dagegen ist es mir spiter gelunge)), 
mit 32,5°/,iger Salpetersiiure aus Isobiliansiiure ein schwer- 
lésliches, schén kristallisierendes Oxydationsprodukt darzustellen, 
woriiber in der letzten Mitteilung*) kurz berichtet wurde. Man 
wiirde dieses Oxydationsprodukt entsprechend dem Namen 
Biloidansiiure als Isobiloidansiiure bezeichnen kénnen; da dic 
neue Siure indessen bestimmt nicht mit Biloidansiiure isomer 
ist, ist fiir sie die weniger verfiingliche Bezeichnung Bilisoidan- 
siiure gewihlt worden. 

Inzwischen habe ich die Bilisoidansiure von neuem dar- 
gestellt und untersucht. Kin mir noch zur Verfiigung stehen- 
des Quantum ziemlich reiner Cholsiure (knapp 900 g) wurde 
in bekannter Weise nach Lassar-Cohn (a, a. O.) zu Bilian- 
siiure und Isobilianséure oxydiert. Das nach diesem Verfahren 
erhaltene isobiliansaure Barium wurde mit Sodalésung um- 
gesetzt, das Filtrat vom Bariumcarbonat mit Salzsiiure an- 
gesiiuert und die entstandene Fillung nach Absaugen, Aus- 
waschen und ‘T'rocknen direkt fiir die weiteren Versuche 
verwendet. Die rohe Isobiliansiiure wurde also nicht, wie 
friiher, einer nochmaligen Reinigung iiber das Bariumsalz* 
unterworfen und auch nicht umkrystallisiert. Auch solche 
,Rohisobiliansiure* liefert bei der Oxydation Bilisoidansiiure 
in guter Beschaffenheit. Im iibrigen war das Verfahren das 
friiher*) geiibte. 

Beispielsweise wurden 4,5 g Rohisobiliansiiure mit 40,5 ccm 
HNO, (von etwa 32,5°/,) zusammengebracht und auf dem 


') Schenck, Diese Zs. Bd. 110, 8. 167 (1920); Bd. 112, S. 38 (1920); 
Bd. 131, §. 271 (1923). — Wieland u. Schlichting, Diese Zs, Bd. 119, 
S. 76 (1922); Bd. 128, S. 213 (1922). 

2) Diese Zs. Bd. 112, S. 44 (1920); Bd. 151, 8. 274 (1923). 

3) Diese Zs. Bd. 131, 8. 274 (1923). 

*) Pregl, Mon.,-H. fiir Chemie Bd. 24, 8. 53 (1903). 
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Dampfbad erhitzt. Es erfolgte alsbald Liésung (bis auf eine 
geringe ‘T'riibung) und schon nach kurzer Zeit begann die Aus- 
scheidung des Reaktionsproduktes. Nach 1'/, stiindigem Er- 
hitzen und darauffolgendem 24 stiindigen Stehen bei gewohn- 
licher Temperatur wurde das Produkt, das unter dem Mikroskop 
deutlich kristallinische Beschaffenheit aufwies, abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen und mit 25 ccm 30°/, iger Essigsiiure unter 
allmihlichem Zusatz von 50 ccm Kisessig gekocht. Ks ging 
so alles in Lésung bis auf eine geringfiigige Triibung, die 
durch Filtrieren beseitigt wurde. Das klare Filtrat begann 
sofort zu krystallisieren. Die Krystalle sahen unter dem Mikro- 
skop einheitlich aus und zeigten dieselbe Form wie friher: 
llache Prismen (in der letzten Mitteilung als sechseckige ge- 
streckte ‘lafeln bezeichnet). Am folgenden Tage wurde die 
Krystallisation abgesaugt, mit Wasser gewaschen und bei 
110—120° getrocknet. Ausbeute: 6,75°/, der eingesetzten 
[sobiliansiiure. (Aus reiner Isobiliansiiure friiher 7,5°/, erhalten.) 
Im Schmelzréhrchen verhielt sich der Koérper, wie friiher be- 
schrieben: nach vorhergehendem Sintern beginnt bei 230° die 
Zersetzung unter Aufschiiumen, das einige Zeit anhalt. 

Zwei Elementaranalysen der bei 110—120° getrockneten 
Verbindung ergaben: 

0,0962 g Substanz gaben 0,2187 g CO, und 0,0563 g H,O. 

01060 ¢g ss, »  0,2405¢ CO, ,, 0,0640 g H,O. 

Gef. C: 62,00°/,, 61,889/, H: 6,55°/,, 675%), 

Zum Vergleich seien die Werte der 10. Mitt. nochmals 

angefiihrt: 
Gef. C: 62,26, 62,06, 62,30, 61,65°/, HH: 6,87, 6,76, 6,98, 6,76°/, 

Wie damals bereits angedeutet wurde, kénnte es sich um 
eine ‘Triketotricarbonsiure C,,H,,0, (62,04°/, C und 6,95°/, H) 
handeln. Die Entstehung einer solchen Verbindung aus der 
Ausgangssiure ©,,H,,O, wiirde sich ja leicht erkliren durch 
Krsatz von 2 Wasserstoffatomen durch ein Sauerstofiatom. 
Auch eine Formel ©,,H,,0, (62,31°/, C und 6,54°/, H) kommt 
in Betracht, man miBte dann aber annehmen, daB bei der 
Bildung der Bilisoidansiiure ein neuer RingschluB sich voll- 
zogen hitte oder eine Doppelbindung entstanden wiire, beides 
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sehr unwahrscheinliche Annahmen. Gegeniiber Baecyers 
Reagens auf doppelte Bindungen verhalt sich Bilisoidansiiure 
negativ, erst bei lingerem Stehen tritt Entfirbung des Per- 
manganats ein. 

Mit der Formel C,,H,,0, stehen nun auch die Ergebnisse 
der Titration in Kinklang. Da die Bilisoidansiure in Wasser 
kaum loslich ist und auch in Alkohol sich nur schwer list, 
wurde die Titration in der Weise vorgenommen, dab die Sub- 
stanz in Wasser aufgeschwemmt und unter Verwendung von 
Phenolphthalein n/10-Natronlauge zugegeben wurde. Die Siiure 
ging dabei unter hiiufigem Umschwenken langsam in Lésung 
und die Bestimmung galt als beendet, wenn klare Lésung ein- 
getreten war und die Rosafirbung des Phenolphthaleins dauernd 
bzw. lange Zeit bestehen blieb. Getrocknet wurde wieder bei 
110—120°. 

0,1275 g Substanz verbrauchten 8,39 cem n/10-Natronlauge. 

0,1222 ¢ - - 8,04 ¢cem 

Gef. COOH: 29,62°/,, 29,61°/, oder Aquivalent: 152, 152. 

Ber. C,,H,,0, (dreibasisch): 29,09°/, COOH oder Aquivalent: 155. 

(Ber. C,,H,,0,: 29,21%% COOH oder Aquivalent: 154.) 

Der geringe Mehrverbrauch an Lauge erkliirt sich z. ‘I’. 
durch die Wirkung des Kohlendioxyds der Luft infolge der 
langen Dauer der Titration und des wiederholten Umschwenkens 
der Fliissigkeit. 

Des weiteren habe ich Hydroxylamin auf die neue Siiure 
einwirken lassen. Die Isolierung des Oxims stieB anfangs auf 
Schwierigkeiten, wodurch leider ein ‘Teil des wertvollen 
Materials nutzlos verbraucht wurde. Wenn man niimlich in 
der iiblichen Weise die Siéiure in alkalischer Loésung mit 
Hydroxylaminchlorhydrat auf dem Dampfbad erhitzt und 
nach dem Erkalten die Lisung mit verdiinnter (10°/, iger) Kssig- 
siiure versetzt, so tritt keine Ausscheidung ein. Es entspricht 
dies dem Verhalten des friiher von mir dargestellten Oxims 
der Ciliansiure.') Verwendet man an Stelle der Essigsiiure 
Salzsiiure, so erfolgt eine amorphe Fiallung, die sich aber bei 


1) Diese Zs. Bd, 107, S. 152 (1919). 
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weiterem Zusatz von Salzsiure leicht wieder lést. Zur Iso- 
lierung des Oxims wurde deshalb in derselben Weise wie beim 
Ciliansiiureoxim vorgegangen. Verwendet wurde, um Material 
zu sparen, direkt das bei der Darstellung der Bilisoidansiure 
aus der salpetersauren Liésung ausgeschiedene Produkt nach 
eutem Auswaschen und 'Trocknen. 

0,18 g dieses Materials brachte ich mit 0,36 g Hydroxyl- 
aminchlorhydrat, 2 com 15°/,iger NaOH und 3 ccm Wasser 
yusammen. Die schwach gelb gefiirbte, etwas triibe Lésung 
wurde durch Filtrieren geklirt und in einem kleinen Reagens- 
clas mit aufgesetztem Trichter in einem Becherglas mit Wasser 
vuf dem Dampfbad 11/, Stunden erhitzt. Es schied sich hier- 
bei nichts aus, auch bei 24stiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur erfolgte keine Ausscheidung. Nunmehr wurde die 
Liésung in einem kleinen Schiitteltrichter vorsichtig tropfen- 
weise mit etwa 20°/, iger Salzsiure gefillt und die Fallung 
mit Ather, der sie langsam liste, aufgenommen. Die salzsaure 
Fliissigkeit schiittelte ich dann noch mehrmals mit Ather aus. 
Die vereinigten Atherausziige wurden durch entwissertes 
Natriumsulfat filtriert, das Filtrat der freiwilligen Verdunstung 
bei Zimmertemperatur iiberlassen. Es hinterblieb eine weibe, 
in der Hauptsache amorphe (zum kleinen Teil vielleicht kry- 
stallinische) Masse. Ihr Verhalten gegen Salzsiiure (20 °/,) 
sprach dafiir, daB ein Oxim entstanden war: eine kleine Probe 
léste sich in wenig Salzsiure so gut wie vollstiindig auf und 
die filtrierte Liésung gab nach kurzdauerndem Kochen eine 
Abscheidung, offenbar aus durch Zersetzung des Oxims zuriick- 
vebildeter Bilisoidansiiure bestehend. 

Kine Wiederholung des Versuchs mit 0,17 g roher 
Bilisoidansiiure fiihrte zu dem gleichen amorphen Produkt in 
ungefiihr derselben Ausbeute. 

Um nicht weiter Material zu verlieren, habe ich auf Ver- 
suche, den Verdunstungsriickstand umzukrystallisieren ver- 
zichtet. Er wurde vielmehr direkt in fein zerriebenem Zu- 
stand im Vakuumexsiccator tiber Schwefelsiiure bei gewohnlicher 
Temperatur bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (Ausbeute aus 
beiden Versuchen zusammen etwa 0,13 g) und zur N-Bestimmung 
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verwendet. Ks war so wenigstens ein Anhaltspunkt fiir dic 
Beurteilung der Zahl der eingetretenen —N-OH-Gruppen zu 
gewinnen. 

0,1232 g Substanz gaben 2,9 cem N (21,5°, 756,4 mm). 

Gef. 2,72, N. 
Ber. fiir Co,H,,;0,N5: 8,27°/,, C,,Hs,0.N,: 5,68°/,, C,,H,,0,N: 2,93°/, N. 
(Die der Formel C,,H,,O, entsprechenden Werte sind nahezu 
die gleichen.) 

Aus der Analyse geht also hervor, daB von den an- 
genommenen 3 Carbonylgruppen nur eine mit Hydroxylamin 
in Reaktion getreten ist. Dieser Befund ist nicht weiter be- 
fremdend, wenn ian sich erinnert, daB von den 2 Ketongruppen 
der Ciliansiiure auch nur eine mit Hydroxylamin reagiert. 

Da der Ausdruck C,,H,,0, (s. oben) glatt durch drei teil- 
bar ist, wiirden die erhaltenen Resultate (abgesehen vom Stick- 
stoff?) auch mit den Formeln C,,H,,O, (Diketodicarbonsiiure) 
und C©,H,,0, (Monoketomonocarbonsiiure) in Ubereinstimmung 
sich befinden. Die Bildung einer Siiure ©,,H,,0O, aus Iso- 


20~ 6 
biliansiiure ©,,H,,O, unter der Kinwirkung der verdiinnten 
(32,5°/, igen) Salpetersiure ist aber nach allen auf dem Gebiete 
der Gallensiiuren-Chemie bisher vorliegenden Ergebnissen durch- 
aus unwahrscheinlich, Wieland und Schlichting!) haben 
zwar vor kurzem ein sehr interessantes Abbauprodukt der Gallen- 
siiuren beschrieben, eine Siure von der Formel C,,H,,0,, aber 
diese Verbindung entsteht bei der Kinwirkung stirkerer Oxy- 
dationsmittel (rauchende Salpetersiure, Salpeter—Schwefelsiiure) 
auf Brenzdesoxybiliansiure C,,H,,0, bzw. auf die Diketodicarbon- 
siure C,,H,,0,, auch enthalt sie lediglich Carboxylsauerstoff. In 
unserem Falle miiBte aber eine Aboxydation von 8 Kohlenstofi- 
atomen stattgefunden haben unter Erhaltenbleiben der Keton- 
gruppen, was den bisherigen Erfahrungen widerspricht. Das- 
selbe gilt fiir die Bildung einer Ketocarbonsiure C,H,,0,.”) Hs 

1) Diese Zs. Bd. 134, S. 276 (1924). 

2) Zudem miibte bei dem Oximierungsversuch ein Teil der Siiure 
unveriindert geblieben sein, was nicht zu der Léslichkeit des Reaktions- 
produktes in Salzsiiure stimmt (C,,H,,O,N, und C,H,,0,N: 8,30°/, N; 
C,¢H,,0,N: 4,34°/, N). 
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bleibt somit als einzige Formel fiir die Bilisoidansiure mit 
«yoBer Wahrscheinlichkeit der Ausdruck C,,H,,0, bestehen. 
Wenn man sich die Frage vorlegt, welche Wasserstofi- 


atome der Isobiliansiiure bei der Oxydation durch Sauerstoff 


ersetzt worden sind, so liegt es nahe, daran zu denken, dab 
eine in unmittelbarer Nachbarschaft zu einer der beiden Keton- 
srnppen sich hefindende Methylengruppe in Carbonyl itber- 
segangen ist (vermutlich die in Ring II, Formel B), ebenso wie 
etwa Diithylketon, CH,-CH,-CO-CH,-CH, mit Salpetersaure, 
wahrscheinlich iiber die Isonitrosoverbindung, Acetylpropiony], 
CH,-CO-CO-CH,-CH, liefert. Wir hitten dann das Schema: 

—CH, —C:NOH i 

| ———> | > | - 

—CO —CO —CO 
Ich bin in dieser Annahme bestiirkt worden durch die 
Ausfiihrungen von Wieland und Schlichting in ihrer letzten 
Mitteilung!), in der sie als (nicht isolierte) Zwischenprodukte 
bei der Bildung der Siiure C,,H,,O, u. a. ein Isonitrosoketon 
und ein «-Diketon annehmen und pflichte der Anschauung 
Wielands bei, daB wohl ganz allgemein der Sprengung der 
Gruppe —CO—CH,— die Entstehung solcher Verbindungen 
vorausgeht. Meist wird sich allerdings das Isonitrosoketon 
bzw. Diketon nicht fassen lassen, da es sofort weiter verindert 
wird, im Falle der Bilisoidansiiure liegt aber allem Anschein 
nach eine solche oxydative Zwischenphase vor, die sich infolge 
ihrer Schwerléslichkeit in der verhiltnismiiBig schwachen Sal- 
petersiiure hat festhalten lassen, und aus diesem Grunde ist 


das Oxydationsprodukt von einem gewissen theoretischen 
Interesse, 








Mit der bei der Oxydation der Cholsiure als Hauptprodukt 
gewonnenen Biliansiure habe ich eine Reihe von Versuchen an- 
gestellt, die aber meist nicht zu den erhofften Ergebnissen fihrten. 

Unter anderem habe ich einen Teil der Biliansiure zu 
Viliansiure oxydiert und diese mit einem groBen Uberschuf 
von Perhydrol auf dem Dampfbad erhitzt. Kine Reaktion 


') Diese Zs. Bd. 134, S. 276 (1924), 
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trat zweifellos ein; das Reaktionsprodukt, das ganz wesentlich 
leichter in Wasser loslich ist als Ciliansiiure, konnte aber bis- 
her auf keine Weise in den krystallisierten Zustand iibergefiihrt 
werden. Auf Analysen habe ich deshalb zunichst verzichtet, 
zumal da auch krystallisierte Salze sich nicht darstellen lieBen. 

Kin anderer Teil der Biliansiure wurde in Biloidansiiure 
iibergefithrt und diese mit einem UberschuB von Kalium- 
permanganat in alkalischer Lésung auf dem Wasserbad oxy- 
diert. Es trat allmahlich Entfirbung ein. AuBer Oxalsiure 
lieB sich von krystallisierten Produkten nur ein Kérper in 
sehr geringer Menge fassen, der vorliiufig nicht niher unter- 
sucht worden ist. 

Ks wurden auch Versuche angestellt, die durch Kochen 
von Biloidansiiure mit Wasser entstehende isomere Verbindung’, 
von Wieland?) als #-Biloidansiiure bezeichnet und als stereo- 
isomere Biloidansiiure aufgefaft, durch Erhitzen mit starker 
Salzsiiure oder Salpetersiure bzw. Erwiirmen mit konzentrierter 
H,SO, in die Ausgangssiure zuriickzuverwandeln, was indessen 
nicht gelingen wollte. Wenn iiberhaupt, so konnte es sich nur 
um eine sehr geringfiigige Umwandlung handeln. Auch mehr- 
stiindiges Erhitzen mit Chinolin im Olbad auf 150—160° fiihrte 
nicht zum Ziel. Vielleicht liBt sich eine solche Umwandlung, 
wenigstens teilweise, durch Erhitzen mit Natronlauge im Rol 
auf 135° erreichen*), ein Versuch, der noch auszufiihren wiire. 

Kin weiterer ‘Teil der Biliansiure wurde mit Phosphor- 
pentachlorid behandelt und das entstandene Dichlorprodukt 
entchlort (s. unter 2.). 


2. Einwirkung von Zinkstaub und Eisessig auf Dichlor- 
monodesoxybiliansaure. 
Dichlormonodesoxybiliansiiure ist ein Kérper, der zuerst 
von Lassar-Cohn‘) beobachtet, spiiter von Pregl®) genauer 





1) Letsche, Diese Zs. Bd. 61, S. 236 (1909). 

*) Wieland u. Schlichting, Diese Zs. Bd. 119, 8. 86 (1922). 

8) Vgl. Borsche, Weickert u. Mever, Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 8180 (1921). 

*) Chem. Ber. Bd. 32, S. 684 (1899). 

5) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, 8. 51 (1903). 
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untersucht worden ist. Er entsteht durch Einwirkung von 
Phosphorpentachlorid auf Biliansiiure und zwar durch Ersatz 
eines Ketosauerstoffatoms durch 2 Chloratome, daher die von 
Pregl gewiithlte Bezeichnung. Sie stammt aus einer Zeit, als 
die Beziehungen zwischen Biliansiiure und Desoxybiliansiiure 
(,Cholansiure“!) noch nicht aufgekliirt und der Name Desoxy- 
biliansiiure fiir die alte ,.Cholansiiure“ noch nicht vorgeschlagen 
worden war’), und besagt deshalb nicht, daB es sich um ein 
Dichlorsubstitutionsprodukt der Desoxybiliansiiure handelt. 
Vielmehr lagen fiir den EKintritt des Chlors 2 Méglichkeiten 
vor, die unter Zugrundelegung der Formel A fir Biliansiiure 
durch die Formeln C und D zum Ausdruck kommen. 


CH, CH, 
Pa 
Cl,C CH OC CH 
¢c | if | | Clty COON D | UW | | c,tf,-co0H 
CH CH CH CH 
ee 
COOH CG——-——CH, COOH C————CH, 
| UW | - @ | 
COOH HC CO COOH HC CCl, 
gel ie a a 
CH, CH, CH, CH, 


Kis war zwar von vornherein bis zu einem gewissen Grade 
wahrscheinlich, daB das Chlor den Sauerstoff der Carbonyl- 
gruppe des Ringes III ersetzen wiirde, denn diese Gruppe ist 
auch sonst reaktionsfihiger als die in Ring IJ. So wird sie 
bei der Reduktion nach Clemmensen allein angegriffen +) und 
auch bei der Oxydation der Biliansiure zu Ciliansiure mit 
Kaliumpermanganat findet die oxydative Ringsprengung an dem 
Carbonyl des Ringes II] statt, wiihrend das in II intakt bleibt.*) 
Immerhin war der Nachweis, da dem Dichlorprodukt die 
Formel C zukommt, zu erbringen. Wenn man das Chlor 
gegen Wasserstoff austauschte, muBte, je nach Stellung der 


') Borsche u. Rosenkranz, Chem. Ber. Bd. 52, 8. 342 (1919). 

*) Wieland u. Boersch, Diese Zs. Bd. 106, S. 193 (1919). 

5) Sehenck, Diese Zs. Bd. 107, S. 155 (1919). — Wieland u. 
Schlichting, Diese Zs. Bd. 119, S. 94 (1922); Bd. 123, S. 216 (1922). 
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Chloratome, entweder Desoxybiliansiure (Formel K) oder eine 
damit isomere, bisher unbekannte Siiure (Formel F) entstehen, 








CH, CH, 
CH, CH CO CH 
gE -} 4 C,,H,~COOH F | Il | C,oH,,* COOH 
CH CH CH CH 
ia el Pte 
COOH C— CH, COOH C—~———CH, 
| II | | | 
COOH HC CO COOH HC CH, 
CH, CH, CH, CH, 
Desoxybiliansiiure, C,,H,,0O, ; Unbekannte Siiure, C,,H,,0, . 


Zur Aufklirung dieser Verhiltnisse habe ich die Dichlor- 
verbindung mit Zinkstaub und Hisessig am _ RiickfluBkiihler 
gekocht. Biliansiure selbst wird unter diesen Bedingungen 
nach Pregl (a. a. O., 8. 49) nicht veriindert. 

Die Darstellung der Dichlormonodesoxybiliansiure, 
C,,H,,C1,0,, geschah nach der Vorschrift Pregls durch Ein- 
wirkung von Phosphorpentachlorid auf die in Chloroform aut- 
geschwemmte trockene Biliansiiure. Das Reaktionsprodukt 
wurde aus Kisessig umkrystallisiert, bis der von Pregl] an- 
gegebene Schmelzpunkt 249—250° erreicht war. 

Bei einem Vorversuch wurde eine kleine Menge des reinen 
Dichlorproduktes mit Zinkstaub und Eisessig etwa 2 Stunden 
erhitzt, die Lisung vom Zinkstaub ab- und in Wasser hinein- 
gegossen. Die entstandene Fillung wurde am niichsten ‘Tage 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen, dann aus Alkohol + Wasser 
(Zusatz von Wasser zur heiBen Lésung in wenig Alkohol bis 
zur Triibung) umkrystallisiert. Die Krystallisation (unter dem 
Mikroskop Nidelchen) schmolz unter Zersetzung bei 276—277". 
Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus relativ viel Alkoliol 
und wenig Wasser lag der Schmelzpunkt bei 290° (unter Zer- 
setzung; Sintern von 284° ab). Dies deutete bereits daraui 
hin, daB Desoxybiliansiiure entstanden war, denn diese Siiure 
schmilzt bekanntlich bei 295° (unter Zersetzung). 

Bei weiteren Versuchen war die Dauer des Erhitzens eine 
liingere, auch wurde die Isolierung des Reaktionsproduktes etwas 
abgeiindert. So habe ich beispielsweise 1,2 g Dichlormonodesoxy- 
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piliansiiure in 120 ccm Kisessig heiB gelést und mit 6 g Zink- 
staub 6 Stunden unter RiickfluB gekocht. Der Kolbeninhalt 
wurde dann unter Nachspiilen in viel Wasser gegeben und die 
Fallung mitsamt dem Zinkstaub nach einigem Stehen abgesaugt. 
Den Filterriickstand kochte ich mit Alkohol aus und fallte das 
klare Filtrat mit Wasser. Die krystallinische Fallung zeigte 
den Schmelzpunkt 281° (Sintern von 276° ab). Sie wurde 
nunmehr mit ganz wenig absolutem Alkohol angeschiittelt, das 
Ungeléste nach Absaugen aus Alkohol + Wasser in der ge- 
schilderten Weise umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt lag 
jetzt bei 294° (Sintern bei 283°), das Material gab aber noch 
positive Beilsteinsche Chlorreaktion. — In dem mit Alkohol 
ausgekochten Zinkstaub steckte noch ein Teil des Reaktions- 
produktes, denn beim Behandeln mit 15°/, iger Natronlauge 
bei gewohnlicher Temperatur, Filtrieren und Zugeben von 
Salzsiiure zum Filtrat entstand eine weibe Fallung, die um- 
krystallisiert wurde. Die Krystallisation schmolz bei 2983—294° 
(Sintern bei 283°). Beilsteinsche Reaktion positiv. Der 
Kérper wurde deshalb zur weiteren Reinigung mit Barytwasser 
zusammengebracht, wobei er sich fast ganz léste, das Filtrat 
mit Salzsiure gefallt, die Fallung umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 294° (stirkeres Sintern erst bei 288°). Trotz des an- 
nihernd richtigen Schmelzpunktes lag aber noch keine reine 
Desoxybiliansiure vor, denn die Beilstein-Probe war immer 
noch positiv und bei der Analyse (mit PbCrO, und CuO aus- 
gefiihrt) wurde ein zu niedriger C-Wert gefunden. 


0,1025 g Substanz (bei 110—120° getrocknet) gaben 0,2443 g CO, 
und 0,0797 g H,0O. 


Gef. 65,00°/, C und 8,70°/, H 
Ber. fiir C,,H,,0,: 66,01 ,, ,, 8,31 ‘ 

Bei einem anderen Versuch brachte ich 2g reiner Di- 
chlormonodesoxybiliansiure mit 6 g Zinkstaub und 60 ccm 
Kisessig zusammen und erhitzte zunichst 6 Stunden lang. Um 
ein Zusammenbacken des Zinkstaubs zu verhindern, wurde der 
Kolben éfters geschiittelt. Es trat keine vollstiindige Klirung 
der Flissigkeit ein. Am nichsten Tage, an welchem noch- 
mals 6 Stunden erhitzt wurde, gab ich deshalb zunichst 20, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXIX. 4 
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spiiter noch 40 ccm LHisessig hinzu, aber auch jetzt wurde 
die Lésung nicht klar bzw. es setzte sich trotz Umschwenkens 
immer wieder am Rande des Fliissigkeitsspiegels an der Kolben- 
wandung eine aus Zinkstaub und einer weiBen Masse (vielleicht 
unlésliches Zinksalz) bestehende Kruste ab. Der Inhalt des 
Kolbens wurde wieder unter Nachspiilen in viel Wasser ge- 
gossen, das Gemisch von Zinkstaub und Reaktionsprodukt ab- 
gesaugt, mit Natronlauge ausgezogen und das Filtrat mit Salz- 
siiure gefillt. Die Fiillung wog nach Absaugen, Waschen und 
Trocknen 0,9 g. Sie léste sich in Barytwasser bis auf eine 
geringe Menge, das Filtrat wurde mit Salzsiiure gefillt, die 
Fillung umkrystallisiert. Schmelzpunkt 289—290° (bei 284° 
stiirkeres Sintern). Beilstein-Probe war positiv, auch gab 
der Kérper nach Glithen mit reiner Soda, Liésen des Gliih- 
riickstandes in HNO, und Zusatz von AgNO, schwache Fiillung 
von Chlorsilber. Anschiitteln mit wenig absolutem Alkohol 
und Umkrystallisieren des Ungelésten erhéhte den Schmelz- 
punkt auf 294° (bei 288° stiirkeres Sintern) Der Korper 
erwies sich als noch schwach chlorhaltig sowohl nach Beil- 
stein, als nach Glihen mit Soda usw. Dementsprechend fiel 
bei der Analyse der C-Wert zu niedrig aus. 

0,1022 g Substanz (bei 110—120° getrocknet) gaben 0,2436 g CO, 
und 0,0758 g H,O. 

Gef. 65,01°/) C und 8,30°/, H. 

Die Siiure wurde nun nochmals durch Anschiitteln mit 
Alkohol und Umkrystallisieren des Ungelésten gereinigt. Sie 
schmolz danach bei 295° (stiirkeres Sintern bei 288°). Chlor- 
probe nach Beilstein war noch positiv, nach Glihen mit 
Soda usw. nur ganz schwache Reaktion. Der Schmelzpunkt 
einer Mischung mit reiner Desoxybiliansiiure anderer Provenienz 
lag bei 294° und eine Analyse des bei 110—120° getrockneten 
Koérpers lieferte mit der Theorie iibereinstimmende Werte. 

0,1036 g Substanz 0,2490 g CO, und 0,0798 g H,0. 

Gef. 65,61°/, C und 8,62°/, H 
Ber. fiir C,,H;,0;: 66,01 ,, ,, 8,81 


2? 


Die Ausbeute an reiner Siure war sehr wenig zufrieden- 
stellend, da, wie aus dem Gesagten hervorgeht, dem Reaktions- 
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produkt eine chlorhaltige Substanz (Ausgangsmaterial oder 
eventuell auch Monochlorverbindung) hartnickig anhaftete, 
Nach Analyse, Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt unterliegt 
es aber keinem Zweifel, daB in der Tat durch Einwirkung von 
Zinkstaub und Hisessig aus der Dichlorverbindung Desoxy- 
hiliansiure gebildet wird. Damit ist die Stellung der Chlor- 
atome im Sinne der Formel C nachgewiesen und gleichzeitig 
ein weiterer Ubergang von der Biliansiiure zur Desoxybilian- 
siiure [vgl. Borsche und Rosenkranz, Chem. Ber. Bd. 52, 
S. 342 (1919)] festgestellt. 

Fir die Beschaffung der zu den Versuchen als Ausgangs- 
material benutzten Cholsiiure (von der Chem. Fabrik C. H. Boeh- 
ringer Sohn, Nieder-Ingelheim bezogen) bin ich der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft zu Danke verpflichtet. 

















Refraktometrische und interferometrische MaBanalyse. 
Il. Mitteilung. 


Studien tiber Blutserum. 
Von 
J. Becka. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem chemischen Institut der tierirztlichen Hochschule in Briinn, Tschechoslowakei.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1924.) 


Vor einiger Zeit habe ich in dieser Zeitschrift eine Arbeit 
iiber die allgemeine refraktometrische und interferometrische 
MaBanalyse veréffentlicht; diese Arbeitsart erwies sich als 
praktisch bei der Analyse von SO,”, Cl’, Ba” und Ag‘, und 
ich beniitzte sie weiter gemeinsam mit Sinkora und Hora 
zur Bestimmung von Ca’, C,0,” und PO,’’. Noch spiter ver- 
suchten wir dasselbe Fiallungsprinzip zur allgemeinen Be- 
stimmung der Eiweibkérper auszuniitzen. 


Pferdeserum. 2, = 62,7 = 2121; py = 5,4; EiweiBkérper = 8,86°/). 
Physiol. NaCl. R, = 19,4 = 490; R, — R, = 1681. 
Wallach, 14 Jahre. 

















ei Verdiinnung | #, 1,33...] R, | R,-—#, | Bemerkung 
0 
7,10 | 1] 0,8:0,2 | 53,3 1774 | 1795 21 Serum 
6,20 | 2] 0,7:0,3 | 49,0 1612 | 1632 20 schwach 
4,438 | 3] 0,5:0,5 | 40,4 1290 | 1806 16 hiimolysiert 
2,66 4 | 0,3:0,7 31,2 942 979 37 
1,77 | 5 | 0,2:08 | 27,4 801 | 816 15 
0,89 | 6] 0,1:0,9 | 235 648 | 6538 5 
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Bekanntlich kénnen Globuline mittels gesittigter Ammon- 
sulfatlésung (&%) ausgesalzen werden. Benutzen wir aber ver- 
schiedene EiweiBfallungsmittel (Hora und Sinkora, Sulfo- 
salicylsiure und Pikrinsiure), dann kommt man nur in ziemlich 
engen Grenzen zu den praktisch brauchbaren Resultaten. 

Ich wollte das Verhitnis zwischen dem Eiwei8 und dem 
Fallungsmittel mittels des Refraktometers studieren; zu diesem 
Zwecke stellte ich erstens die Versuche an, wie sich Kiweib- 
kérper bei Verdiinnung bloB mit physiologischen Kochsalz- 
lésungen verhalten. Weiter wollte ich die Verhiltnisse bei 
Verdiinnung mit Fallungsmitteln priifen, jedoch konstatierte 
ich schon bei Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlésung 
solche Differenzen zwischen den berechneten und gefundenen 
Werten, daB ich beim Studium dieses Gegenstandes blieb. 

Allgemein konstatierte ich, daB Proteine bei Verdiinnung 
mit physiologischer Kochsalzlésung sich nicht nach der ein- 
fachen Verdiinnungsformel (Mischungsformel) wie die Kry- 
stalloide ordnen, sondern daB gewisse Differenzen entstehen. 
Stellt man sie graphisch dar, so erscheinen ganz deutliche 
Kurven, welche fiir die EKiweiBart charakteristisch sind. 

Dieses Verdiinnungsphinomen steht jedoch in keinem Zu- 
sammenhang mit Verinderungen, die Kabelik, Bechhold 
und Kiotaki bei Verdiinnung der Seren nephelometrisch 
beobachtet haben. Auf Grund der folgenden Experimente 
versuche ich dieses Verdiinnugsphinomen zu erkliren. 





Die Seren habe ich von verschiedenen Pferden, Rind, 
Schwein und auch von Menschen genommen. Das Serum 
wurde in Eprouvetten steril gehalten, mit sterilen Pipetten 
abpipettiert und mit bestimmten Mengen der sterilen Koch- 
salzlésung gemischt. Die Refraktion des Serums, der Koch- 
salzlésung und der resultierenden Mischung wurde mittels des 
Kintauchrefraktometers mit Hilfsprisma gemessen und notiert. 
Die gefundenen Werte wurden mit den auf Grund der Ver- 
(iimnungsformel ausgerechneten verglichen und die Differenz 
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notiert. Die Ergebnisse sind in Tabellen zusammengestellt ') 
und graphisch dargestellt. 

Bei Verdiinnung der nicht miteinander reagierenden 
Lésungen von Krystalloiden gilt allgemein die folgende 
Mischungsformel: 


k,= kh, + (Rk, — R,)- a 
was mit dem gefundenen Werte #, iibereinstimmt. (Dabei ist 
fh, die berechnete virtuelle Refraktion, #, die Refraktion der 
Lésung a, was die verwendete Menge derselben deutet, und 
R, die Refraktion der Lésung b.) 
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Vergleicht man die Resultate miteinander, so sieht man, 
daB bei Menschenseren die Differenzen zwischen den _ be- 
rechneten und _ gefundenen Verdiinnungsrefraktionen die 
kleinsten sind. 

Beim Pferdeserum findet man in den stirksten Kon- 
zentrationen die gréBten Abweichungen. 

Beim Rinder- und Schweineserum findet man ein ge- 
wisses Maximum in einer Konzentration des EiweiBes zwischen 


2—3°/,. 
Auch der Verlauf der Kurven (s. Diagramm) ist auffallend 
verschieden. 





oo 


1) Von den Zahlentabellen wird auf Wunsch der Redaktion nur 
die erste mitgeteilt. Die Ergebnisse sind aus den Kurven zu ersehen. 
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Diese Abweichungen versuchte ich erstens durch die Ver- 
‘inderung der GréBe und der Zahl der Kolloidpartikel bei der 
Verdiinnung zu erklaren, wie dies von Kabelik und Led- 
nicky und fast gleichzeitig unabhingig von Bechhold mit 
Kiotaki nephelometrisch sicher festgestellt ist. Aber beim 
Vergleich der Messungen zeigte sich, daB das nephelometrische 
Phinomen den refraktometrischen Verinderungen nicht ent- 
spricht. Und diese Tatsache wurde mehrfach durch Versuche 
von StoSek in seiner Dissertation durch gleichzeitige nephelo- 
metrische und refraktometrische Messungen bestitigt. 

Nur eine Art des Mischens der EiweiBe mit dem Ver- 
diinnungsmittel hat parallele Erfolge bei nephelometrischen 
und refraktometrischen Untersuchungen zur Folge: Verdiinnt 
man das Serum mit der Kochsalzlésung in der Weise, dab 
man das Serum langsam an der Wand des Glases in die 
Kochsalzlésung einflieBen 14Bt und die Mischung dann langsam 
bewirkt, findet man die gréBten Differenzen zwischen der ge- 
fundenen und gemessenen Refraktion. Auch StoSek kon- 
statierte, daB er bei dieser Mischungsart gréBte Triibungen erhielt. 

Diese Erscheinung hat ihr Analogon bei der Bereitung 
der Verdiinnung vom Antigen bei der Bordet-Wassermann- 
schen Reaktion. Bekanntlich entstehen hier gré8ere Lipoid- 
teilchen, welche sogleich auch eine stirkere Triibung bewirken. 

Als zweite Ursache der Differenzen kann das Alter der 
Tiere angegeben werden. Aus den Zahlenverhiltnissen ergab 
sich, daB nur bei Seren der Tiere im mittleren Alter groBe 
Unterschiede vorkommen, wihrend bei ganz jungen und ganz 
alten Tieren das Verdiinnungsphinomen nicht so deutlich zum 
Vorschein kommt. 

Weiter habe ich festgestellt, da& hier auch das Alter 
des Serums, d.h. die Linge der Zeit von der Blutentnahme 
eine gewisse Rolle spielt. Die gepriiften Seren waren steril 
aufbewahrt, aber seit der Blutentnahme verfloB ungleich lange 
Zeit. Um mich davon zu iiberzeugen, fiihrte ich einige 
Messungen mit einem Serum noch einmal nach 18 Stunden durch 
und konstatierte folgendes: obwohl das Serum steril geblieben 
war, und obwohl eine Verdunstung ausgeschlossen war, anderte 
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sich die Refraktion entschieden. Bevor ich jedoch ein end- 
giiltiges Urteil in dieser Hinsicht ausspreche, will ich noch 
durch besondere Versuche den EinfluB des Alterns der Seren 
auf ihre Refraktion griindlich studieren. 

Endlich kénnte auch das Verdiinnungsphinomen auf einer 
chemischen Bindung zwischen dem Kochsalz und dem Eiweil 
beruhen. Paulis Arbeiten und Pfeiffers Studien iiber Kom- 
plexverbindungen erteilen dieser meiner Meinung eine gewisse 
Berechtigung und ich werde noch selbst in dieser Richtung 
weitere Studien unternehmen. 


Zusammenfassung. 


1. “Bei der Verdiinnung von Kiwei8lésungen mit verdiinnter 
Kochsalzlésung zeigt sich meistens eine Verminderung der 
Refraktion der Mischung gegeniiber den berechneten Werten. 

2. Diese Verminderung ist beim Menschenserum am 
kleinsten, beim Pferdeserum in den gréBten EiweiBkonzentra- 
tionen am gréften, beim Rinder- und Schweineserum ist ein 
Maximum der Verminderung zwischen 2—3°/,igem Eiweil 
erreicht. 

3. Bei den zu alten und zu jungen Tieren sind die Ab- 
weichungen nicht sehr deutlich. 

4, Der Dispersititszustand der Proteine ist nicht die 
entscheidende Ursache des refraktometrischen Verdiinnungs- 
phinomens. 

5. Einen groBen EinfluB hat hier das Alter des Serum- 
gebers und das Alter des Serums selbst. 
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Zur Frage der Aminogenese in der grauen und weifen 
Gehirnsubstanz im Hungerzustande. 
Von 


Alexander Palladin und D. Zuwerkalow. 





(Forschungsanstalt fir Biochemie zu Charkow.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, Juni 1924.) 


Die ersten Untersuchungen auf dem Gebiete der Hirn- 
biochemie waren auf das Studium der chemischen Struktur 
des Gehirns, d. h. der biochemischen Statik, gerichtet. Dank 
der Arbeiten Thudichums, Liebreichs, Frinkels, Peritz, 
Linnerts, A. Danilewskis, Schkarins, Lenz, Halli- 
burtons, Levens, Abderhaldens, Slowzows und vieler 
anderer wissen wir jetzt nicht nur, welche chemische Sub- 
stanzen an der Zusammensetzung des menschlichen und tierischen 
GroBhirns teilnehmen und in welcher Korrelation, sondern 
auch welche Unterschiede in bezug auf die chemische Zu- 
sammensetzung zwischen den einzelnen Teilen des GroBhirns 
und zwischen letzterem und dem Riickenmark vorhanden sind. 

In dem MaBe wie alle diese Resultate gesammelt wurden, 
hegann man mit dem Versuch, in die chemische Hirndynamik 
einzudringen, d. h. man versuchte, die Beziehung zwischen den 
einen oder anderen Verinderungen in der funktionellen Tatig- 
keit des Gehirns und seiner chemischen Zusammensetzung, 
sowie den Kinflu8 verschiedener funktioneller Verinderungen 
auf die chemischen Prozesse, die sich im Gehirn abspielen, 
aufzuklaren. 

Zur Zahl derartiger Arbeiten gehéren z. B. die Unter- 
suchungen von Halliburton, Pighini, Basia Messing, 
Soula, Lenz, Slowzow, Winterstein, Hecker u. a. 
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Soula) studierte den EinfluB verschiedener Agenzien, 
sowohl solcher, die die Tiatigkeit der Nervenzentren steigern 
als auch derjenigen, die sie herabsetzen, auf die Prozesse des 
EiweiBzerfalles im GroShirn, Kleinhirn und verlingertem Mark 
der Hunde und Kaninchen. Er bestimmte im Gehirn normaler 
Tiere und solcher, die der Einwirkung des einen oder anderen 
Agens unterzogen worden waren, den Gehalt des Gesamtstick- 
stoffes, des Stickstoffes der Aminosiuren und des Stickstoffes 
‘derjenigen Substanzen, die durch Trichloressigsiure nicht ge- 
fallt werden. Um die Prozesse des Hiweifzerfalls im Gehirne 
normaler und Versuchstiere vergleichen zu kénnen, berechnete 
Soula auf Grund dieser Daten den Koeffizienten der 
Aminogenese und den Koeffizienten der Proteolyse: 
ersterer stellt das Prozentverhialtnis des Stickstoffes 
der Aminosiuren zum Gesamtstickstoff, der zweite das 
Verhiltnis des durch Trichloressigsiure nicht fallbaren Stick- 
stoffes zum Gesamtstickstoff dar. 

Soula fand nun, da8 unter dem EinfluB von Faktoren, die 
die Tatigkeit der Nervenzentren erhéhen (Warme, Faradisation, 
Asphyxie, Curare, Strychnin, Cocain) die Koeffizienten der Amino- 
genese und der Proteolyse erhéht wurden, d.h. der Kiweifzerfall 
war verstirkt und daB unter dem EinfluB von Agenzien, die die 
Tatigkeit der Nervenzentren herabsetzen (Abkihlung, Chloroform, 
Chloralose, Chloralhydrat, Morphium, Ather), die Koeffizienten 
kleiner wurden, d. h. der EiweiBzerfall war herabgesetzt. 

Da derartige Untersuchungen ein bedeutendes Interesse 
fiir das Studium der biochemischen Gehirndynamik darstellen 
(insbesondere fiir die Psychochemie), so stellten wir Unter- 
suchungen an, um die Aminogenese in der grauen und 
weiBen Gehirnsubstanz der Hunde im Hungerzustande 
zu studieren. 

Die in dieser Richtung am Kaninchengehirn angestellten 
vorliufigen Versuche”) hatten gezeigt, da& das Hungern die 





1) Soula, Jl. de physiol. et pathol. Bd. 15, 8. 267 (1913); C. Rh. 
Bd. 73, S. 404, 570 (1912); Bd. 74, S. 154, 728 (1913). 

*) Alexander Palladin u. W. Bjeljaewa, ,,Nauka na Ukraine’, 
Nr. 7 (1922) (russisch). 
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Koeffizienten der Aminogenese im GroBhirn veraindert, wobei 
die Aminogenese in der grauen und weifen Gehirnsubstanz 
sich nicht in gleicher Weise verindert. 

Diese Versuche hatten gezeigt, daB das Hungern nicht 
spurlos fiir das GroBhirn voriibergeht, und stehen somit in 
vollem Einklange mit den Resultaten Lenz), der den EinfluB 
des Hungerns auf die chemische Zusammensetzung des GroB- 
hirns beim Menschen untersucht hat. 

Lenz untersuchte 12 Hirne von Menschen, die gehungert 
hatten und fand, daB die Menge der festen Substanzen im 
Gehirn der dem Hungern ausgesetzt gewesenen Individuen 
herabgesetzt war im Vergleich zur Norm, dagegen die Wasser- 
menge erhdht; infolgedessen ist das Gewicht des GroShirns 
hungernder entweder héher als normal oder es bewegt sich 
in den Grenzen des Normalen. Zugleich ist in den Hirnen 
hungernder Individuen der Gehalt an Eiweifsubstanzen und 
besonders an Lipoiden herabgesetzt, sowie das Verhiltnis 
zwischen Neuroglobulin und Neurostromin und zwischen der 
Ather- und Alkoholextraktfraktion der Lipoide veriindert. Mit- 
hin beeintraichtigt das Hungern den normalen Verlauf der 
chemischen Prozesse im GrofShirn und ruft einen verstarkten 
KiweiB- und Lipoidzerfall hervor. 

Die unten beschriebenen Versuche, die die Aufklirung 
des Hungereinflusses auf die Aminogenese im GroBhirn be- 
zweckten, wurden an Hunden angestellt. 

Da in Anbetracht der verschiedenen Funktion der grauen 
und weiBen Substanz ein verschiedener Kinflu8 des Hungerns 
auf die chemischen Prozesse in denselben zu erwarten war, 
so untersuchten wir die Aminogenese nicht im gesamten 
GroBhirn, sondern getrennt in der grauen uud weiBen 
Substanz desselben. 

Die Untersuchungen wurden folgendermaBen ausgefiihrt: 
Hunde (normale, oder hungernde) wurden getitet, der Schadel 
sofort gedffnet, das GroBhirn herausgenommen und von den 
Hiuten befreit. Gleich darauf wurden mit Hilfe eines kleinen 


) Lenz, ,,Woprossy isutschenja litschnosty“, IV—V, 8S. 531 (1922) 
(russisch). 
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scharfen Liéffels kleine Portionen weiBer und grauer Substanz 
in besondere Morser gebracht und sorgfiltig, bis zur Ent- 
stehung einer homogenen Masse, verrieben, die dann auf vorher 
gewogene Uhrgliser gebracht, auf denselben gewogen und 
darauf bis zur Gewichtskonstanz im Trockenschrank bei 100 
bis 105°C getrocknet wurde. Nach der Abkiithlung im Exsiccator 
wurde die getrocknete Hirnmasse wiederum gewogen. Der 
Unterschied im Gewichte vor und nach dem Trocknen gab 
_den Wassergehalt an. Ein Teil der getrockneten Hirnsubstanz 
(der grauen und weifen) wurde zur Bestimmung des Gesamt- 
stickstoffes benutzt, die nach der von Abderhalden und 
Fodor vorgeschlagenen Mikrokjeldahlmethode ausgefithrt wurde. 
Der iibrige Teil der grauen sowohl als auch der weifen Hirn- 
substanz wurde zur Bestimmung des Aminosaurenstickstofis 
verwandt, wobei die Hirnsubstanz zunichst der Ausziehwirkung 
heiBen Wassers (bei Hinzufiigung von Essigsiure zur Fallung 
des EKiweiBes) unterzogen und alsdann in den gewonnenen Aus- 
ziigen der Aminosiurenstickstoff mittels der Methode der 
Formoltitration nach Sérensen (mit geringen Modifikationen) 
bestimmt wurde. 

Zuerst wurden die Hirne normaler Hunde untersucht. In 
folgender Tabelle sind die Analysenresultate der grauen und 
weiBen Substanz des Grofhirns dreier normaler Hunde an- 
gegeben. 


Tabelle IL 


Graue Substanz des GroBhirns normaler Hunde. 



































In 100 g trockener grauer Koeffizient der 
; Aminogenese 
Nr. Wassergehalt Substanz ist enthalten (Aminosiuren- 
a stickstoff in °, 
der Hunde - oe Gesamtstick- | Aminosiuren- | des Gesamtstick- 
stoff stickstoff stoffs) 
1 81,29 8,012 0,517 6,4 
2 81,92 8,125 0,563 6,8 
3 80,20 8,333 0,560 6,7 
Durch- ™ | 
: 81,17 8,157 0,547 6,6 
schnittlich ae. 
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Tabelle II. 


WeiBe Substanz des GroBhirns normaler Hunde. 




















In 100 g trockener weiBer 
Nr. Wassergehalt Substanz ist enthalten Koeffizient 
Ae der 
der Hunde in °/ Gesamtstick- | Aminosiuren- | Aminogenese 
stoff stickstoff 
1 63,45 3,666 0,223 6,0 
2 63,91 3,750 0,233 5,9 
3 64,21 3,876 | 0,245 6,3 
~ Dureh- | 
63,86 3,764 | 0,233 6,06 
schnittlieh ; ‘ | , ’ 











Aus diesen Tabellen ist ersichtlich, daB (in Ubereinstimmung 
mit den Resultaten einer ganzen Reihe von Untersuchungen) 
wir in der grauen Substanz mehr Wasser und mehr 
KiweiBsubstanzen fanden als in der weiBen. Die graue 
Substanz des GroBhirns der Hunde enthilt, wie aus Tabelle I 
ersichtlich ist, im Durchschnitt 81,17°/, Wasser; Lenz fand 
fiir die Rinde eine nahestehende Zahl, nimlich 82,74 °/,. 


Der Koeffizient der Aminogenese, d.h. der Amino- 
siiurenstickstoff, ausgedriickt in Prozent des Gesamtstickstoffs, ist 
in der grauen Hirnsubstanz normaler Hunde gréBer 
als in der weiBen. Die von uns gefundene Zahl 6,0—6,6 
entspricht vollkommen den von Soula angegebenen Resultaten, 
der den Koeffizienten der Aminogenese im GrofShirn normaler 
Hunde gleich 6,0 fand. 


Gehen wir nun zu den Versuchen an hungernden 
Hunden iiber. Sie hungerten 12—30 Tage, indem sie nur 
Wasser bekamen. Ihr Gewichtsverlust betrug 10—37 °/,. 


In folgenden Tabellen (III und IV) sind die an 5 hungern- 
den Hunden gewonnenen Versuchsresultate angefihrt. 


Aus den Tabellen III und IV ist vor allem ersichtlich, 
da8 bei Hunden im Hungerzustande der Wassergehalt 
sowohl in der grauen als auch in der weiBen Sub- 
stanz des GroBhirns erhéht ist, was in vollkommener 
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Tabelle III. 


Graue Substanz des Gro’hirns hungernder Hunde. 








| 

















~ ~ N 
C olzo E 2 |3 & | In 100 g trock. no S 
FES ZlSh|5 2/4 wB |] erauer Substanz] 3 = 
. SSlEsITSIe Be 8 mS ist enthalten | + 2 4 
Nr. m to Omimn Bite HH Op Ass 
ao” | 8 21/4 Mies a Loy 
der Hunde a Es = 8 N © ~ 7 a ®o 40 & ‘ ’ Fs cs =. 
S“SSOipgvsilas Flin Ss] gs 8  Saeslees 
= <'c ou l]sS ro] ge 2 A! 2 ™ Cen = 
. ¢ &| 82 |ee3|25 
in g | in g in%|in%,| OB |S BB] "<& 
1 9380 | 8420 F 16 | 10,2 | 82,13 | 9,042 | 0,520 5,7 
2 3600 | 2800 | 12 | 22,2 | 79,40 | 7,954 | 0,467 | 5,6 
8 5200 | 3600 | 16 | 30,6 | 80,96 9,722 | 0,504 5,1 
4 7630 | 4800 | 15 | 37,1 a 8,455 0,500 5,8 
5 ae — | 30 | — | 84,18 | 8,028 | 0,501 | 62 
Durch- 
— — — — | 81,66 | 8,640 | 0,498 5,6 
sehnittlich ie = 























Tabelle IV. 
Wei8e Substanz des GroBhirns hungernder Hunde.') 


























In 100 g weiBer trockener 
Nr. Wassergehalt Substanz ist enthalten Koeffizient 
eee der 
der Hunde in "/o Gesamtstick- | Aminosiuren- | Aminogenese 
stoff stickstoff 
1 63,42 4,218 0,392 8,5 
2 64,80 4,530 0,391 8,5 
3 65,53 4,166 0,400 9,7 
4 — 4,904 0,430 8,7 
5 63,70 4,342 0,410 9,2 
Dureh- 64,34 4432 | 0,404 8.9 
schnittlich | 











Ubereinstimmung steht mit den oben erwihnten Resultaten 
Lenz fiir das Gehirn hungernder Menschen. 

Was die Aminogenese anbetrifft, so indert sie sich 
im Hungerzustande, wobei das Hungern die Aminogenese 





1) In Tabelle IV sind die Daten angegeben, die sich auf dieselben 
Hunde wie in Tabelle III beziehen; daher werden in Tabelle IV die 
Daten iiber ihr Gewicht usw. nicht wiederholt. 
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in der grauen und weifen Substanz des GroBhirns nicht in 
gleicher Weise beeinflubt. In der grauen Hirnsubstanz 
hungernder Hunde ist die Aminogenese herabgesetzt 
im Vergleich zur Norm, in der weiBen dagegen erhoht. 
In der folgenden Tabelle sind die Koeffizienten der Amino- 
genese im Hirn normaler und hungernder Hunde zusammen- 
cestellt. 

















Tabelle V. 
Koeffizient der Aminogenese 
GroBhirn ' : im Hunger- 
in der Norm 
zustande 
Graue Substanz .. . 6,6 5,6 
WeiBe Substanz .. . 6,0 8,9 








Diese Untersuchungen zeigen somit, daB das Hungern 
in den chemischen Prozessen, die sich im GroBhirn 
abspielen, tief gehende Verinderungen hervorruft, 
insbesondere in den Prozessen der Aminogenese: hierbei stellt 
sich heraus, daB im Hungerzustande der Koeffizient 
der Aminogenese in der grauen Substanz herabgesetzt, 
in der weiBen dagegen erhdht ist. Gleichzeitig ruft das 
Hungern eine Wasserbereicherung des Gehirns hervor 
und verindert auBerdem das Verhaltnis zwischen den 
stickstoffhaltigen und stickstofffreien Bestandteilen 
des GroBhirns, was aus der Erhéhung des Prozentgehaltes 
der Stickstofisubstanzen im Gehirn hungernder Hunde ersicht- 
lich ist. 











Fortgesetzte Versuche iiber die Darstellung von 
Verbindungen von Diketopiperazinen mit Aminosduren 
bzw. Polypeptiden. 


Ill. Mitteilung. 
Von 
Emil Abderhalden und Emil Klarmann. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. d. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Juni 1924.) 








Wie wir gezeigt haben?), laBt sich Glycinanhydrid unter 
bestimmten Bedingungen mit Halogenfettsiurechlorid kuppeln. 
Der gewonnene Korper ist an und fiir sich bestandig. Er 
zeigt ein gutes Krystallisationsvermégen. Bei der EKinwirkung 
von Ammoniak in wiBriger Lésung und auch in organischen 
Lésungsmitteln zerfallt die Verbindung unter Riickbildung von 
Glycinanhydrid. An diesem Umstande scheitert einstweilen?) die 
Erreichung des gesteckten Zieles, namlich die Darstellung von 
Verbindungen, die aus Aminosiuren und Diketopiperazinen be- 
stehen. Die Gewinnung derartiger Produkte ist von groBer Be- 
deutung. Durch Studium ihrer Eigenschaften und ihres Verhaltens 
gegeniiber verschiedenen Agenzien und insbesondere Fermenten 
lieBe sich ohne Zweifel die Frage beantworten, ob im Eiweib- 
molekiil entsprechende Kombinationen vorhanden sind. 

Die Diketopiperazine kénnen in tautomeren Formen auftreten: 


OH OH H 

CO - CH, C-CH, C=C 
HNC NH, N< DN, NHC NH. 

CH,- CO H,0-6 0=6 

OH H OH 


Es wire denkbar, da, worauf bereits Karrer und seine 
Mitarbeiter hingewiesen haben, Diketopiperazine im Eiweib- 





1) Diese Zs. Bd. 129, S. 320 (1922); Bd. 135, S. 199 (1924). 

*) Die Hoffnung, es unter besseren Bedingungen doch noch zu er- 
reichen, geben wir nicht auf. In kleinen Ausbeuten ist ein kristallinisches 
Produkt festgestellt, das nach Schmelzpunkt und sonstigem Verhalten 
kein Glycinanhydrid sein kann. 
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molekiil anstatt mit der N-Gruppe mit der C-OH-Gruppe mit 
Aminosiuren und insbesondere mit Oxysiiuren verkuppelt sind. 
Wir hitten in diesem Falle im KiweiBmolekiil Pyrazinringe, 
anzunehmen. Nun haben P. Karrer, Ch. Grinacher und 
A. Schlosser’) durch Einwirken von Benzylchlorid auf Gly- 
cinanhydrid die folgende Verbindung erhalten: 


O e CH, - C,H; 
| 
O——OH, 
NS SN . 
OH, —6 
| 
O-CH,-C,H, 


Dieser Verbindung kommt die Konstitution eines 0,0’- 
Dibenzylithers des 2,5-Dioxy-dihydro-pyrazins zu. Wir hofften 
von dieser Verbindung aus das von uns angestrebte Ziel der 
Kinfihrung von Aminosiuren erreichen zu kénnen. Zu diesem 
Zwecke behandelten wir die erwihnte Verbindung mit Chlor- 
acetylchlorid. Es gelingt leicht, eine Dichloracetylverbindung 
unter Abspaltung des Benzylrestes zu erhalten. Die Unter- 
suchung des gewonnenen Produktes ergab, daB der gleiche 
Kérper entstanden war, den wir durch direkte Kinwirkung 
von Chloracetylchlorid auf Glycinanhydrid bereits gewonnen 
hatten. Unsere Hoffnung, eine tautomere Form zu erhalten, 
die bei EKinwirkung von Ammoniak eine Aminierung unter 
Erhaltenbleiben des ganzen Molekiils gestatten wiirde, war 
somit nicht erfillt. Es hatte keine einfache Substitution 
stattgefunden, vielmehr war eine Umlagerung eingetreten, 
sofern man, wogegen einstweilen nichts spricht, annimmt, dab 
auf der einen Seite die von Karrer dargestellte Verbindung 
(ie von ihm angenommene Konstitution hat, und ferner unsere 
Annahme zutreffend ist, wonach der Chloracetylrest am Stick- 
stoff sitzt. Erwithnt sei noch, da8 beim Karrerschen Kérper 
die Méglichkeit der folgenden tautomeren Form vorliegt: 

OH H 
C=C 
C,H, - CHy:N< oN CH, ‘OH, . 


ae H OH 
) Helvet. chim, Bd. VI, S. 1109 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIX, 5 
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In diesem Falle wiirde der EHintritt des Chloracetylrestes 
eine einfache Substitution bedeuten. Beachtenswert ist auf 
alle Fille, daB die Reaktion zwischen Glycinanhydrid und 
Chloracetylchlorid in Nitrobenzollésung erst bei 150—160° 
erfolgt, waihrend bei Verwendung des Karrerschen Kérpers 
schon nach einstiindigem Erwirmen auf dem Wasserbade die 
Reaktion mit Chloracetylchlorid sich vollzieht. 

Wir haben weiterhin versucht, durch Einfiihrung von 
_ Halogen in Diketopiperazine Ausgangskérper fiir eine Kombi- 
nation der erwihnten Anhydride mit Aminosiiuren zu erhalten. 
Bis jetzt sind keine greifbaren Erfolge zu erzielen gewesen. 
Bei der Einwirkung von Thionylchlorid auf Glycinanhydrid 
im Bombenrohr auf 160° erhielten wir einen gut krystalli- 
sierenden Kérper der Zusammensetzung C,H,ON,Cl,. Er 
schmilzt bei 168—169° Die Verbindung stellt offenbar eine 
tiefgehende Umwandlung des Ausgangsproduktes dar und bietet 
kein besonderes biologisches Interesse. Wir haben deshall 
die gewonnene Verbindung einstweilen nicht weiter untersucht. 


Experimenteller Teil. 


Die Darstellung des Dibenzyldiketopiperazins erfolgte nach 
dem von Karrer’) angegebenen Verfahren mit geringer Modi- 
fikation. Ks wurde zuerst aus einer Lésung von Glycin- 
anhydrid und Silbernitrat durch Fillung mit verdiinntem 
Ammoniak?) die Silberverbindung des Glycinanhydrids gewonnen, 
die dann durch mehrstiindiges Erhitzen mit Benzylchlorid aut 
dem Wasserbad in den Dibenzylkérper iibergefiihrt wurde. 
Im Gegensatz zu Karrer leBen wir erkalten, kochten die aus 
AgCl und dem Dibenzylkérper bestehende Masse mehrmals 
mit Alkohol aus und filtrierten. Nach ganz kurzer Zeit fallen 
Krystalle aus, sie werden auf einer Nutsche gesammelt, 
dann mit Ather mehrmals dekantiert und sind nach dem 
Trocknen im Vakuum analysenrein. 

Man iibergieBt den Dibenzylkérper in einem Kélbchen 
mit einem Uberschu8 von Chloracetylchlorid, verbindet mit 





\S Ae: D, 


”) Curtius und Goebel, Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd. 37, S. 173 (1885). 








Fortgesetzte Versuche tiber die Darstellung von Verbindungen usw. 67 


einem RickfluBkiihler und erwirmt 2 Stunden auf 60—70°. 
Unter Briunung erfolgt Lésung. Nun 1i8t man _ stehen, 
sammelt die nach kurzer Zeit ausgeschiedenen Krystalle, 
krystallisiert nochmals aus Chloracetylchlorid um und _ ver- 
dringt es durch Waschen mit Ather. Nun wird im Vakuum 
vetrocknet. 

Die Analyse ergab: 20,210 mg Subst. gaben 26,855 mg CO, und 
5.320 mg H,O. 

0,1141 g Subst. gaben 0,1257 g AgCl. 


C,H,O,N,Cl, Ber. 35,95°/, Gef. 36,24°/, C 
3,02 ,, 2,90, H 
10,49 ,, 10,91,, N 
26,56 ,, 26,60,, Cl 


Hier sei noch erwihnt, daB der nach der Nitrobenzol- 
methode gewonnene Dichloracetylkérper zwar zuniichst andere 
Krystallform besitzt, daB man jedoch durch Umkrystallisieren 
aus Chloracetylchlorid Krystalle bekommt die dem aus dem 
Dibenzylkérper gewonnenen Dichloracetylkérper vollkommen 
iihneln, Auch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt stimmen 
iiberein, Durch EKinwirkung von wiSrigem oder alkoholischem 
Ammoniak geben beide Kérper nach einigem Stehen starke Biuret- 
reaktion. Gleichzeitig laBt sich Glycerinanhydrid isolieren. 


Darstellung des Chlorkérpers mit Thionylchlorid. 

2g Glycinanhydrid werden mit 15 g Thionylchlorid 
4 Stunden lang im Bombenrohr auf 160° erhitzt. Nach dem 
Erkalten der Réhre findet man Krystalle vor, leicht léslich in 
Alkohol, Ather, Chloroform, schwerer in Benzol. Man kann 
sie durch nochmaliges Umkrystallisieren aus Benzol reinigen 

Die Substanz ist vollkommen schwefelfrei. Die Mikro- 
molekulargewichtsbestimmung mit der Kampfermethode ergibt 
ein Molekulargewicht von 195,7. Die Analyse paft auf die 
Formel C,H,ON,Cl,. Schmelzp. 168—169° (unkorr,). 


C,H,ON,Cl, Ber. 23,95°/, Gef. 23,71°/, C 
1,01 ,, 0,80,, H 
13,99 ,, 14,10,, N 
53,09 ,, 52,62,, Cl 


Mol.-Gew. ber. 200,4, gef. 195,7. 











Weitere Studien iiber die Struktur des Eiwei8molekiils. 


Von 
Emil Abderhalden und Ernst Sehwab. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1924.) 


Wir haben die bereits mitgeteilten Untersuchungen!) iiber 
die Reduktion von Diketopiperazinen erweitert und die 
aus solchen gewonnenen Piperazine mit Aminosiuren auf dem 
Umwege tiber das entsprechende Halogenacylderivat gekuppelt. 
So stellten wir uns aus Isobutylpiperazin iiber Di-c- 
Bromisocapronyl-isobutylpiperazin das Dileucyl-iso- 
butylpiperazin dar. Diese Verbindung unterwarfen wir der 
Reduktion. Wir haben ferner das Dipeptid Leucylglycin 
reduziert und gedenken noch weitere Polypeptide nach dew 
gleichen Verfahren auf ihr Verhalten bei der Reduktion zu 
priifen. Bei diesen Untersuchungen war der Gedanke weg- 
leitend, Dipeptid und zugehériges Diketopiperazin unter genau 
den gleichen Bedingungen der Wirkung bestimmter Agenzien 
auszusetzen und zu priifen, ob sich charakteristische Unterschiede 
im Verhalten der beiden Klassen von Verbindungen erkennen 
lassen. Die erhaltenen Ergebnisse sollen dazu dienen, die hier 
wiederholt behandelte Frage eindeutig zur Entscheidung zu 





*) Emil Abderhalden, Emil Klarmann und Ernst Schwab, 
Diese Zs. Bd. 185, S. 180 (1924). 
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bringen, ob im EKiweiBmolekil Diketopiperazine bzw. 
ihre tautomeren Formen und auch andere Ringsysteme 
enthalten sind. 

Die Reduktion von Leucyl-glycin fihrte zu [y-Methyl- 
w-oxymethyl-butyl]-amin. AuBerdem entstanden noch nicht 
genau identifizierte Nebenprodukte. Stellt man die Struktur- 
formel des Leucyl-glycins derjenigen des erhaltenen Produktes 
segeniiber, dann erkennt man, daB die angewandte Methode 
das Molekil unter Abspaltung der Glycingruppe und Re- 
duktion der endstiindigen CO-Gruppe veriindert hat. 

CH, NH; 
CH: CH,-CH-CO-NH-CH,- COOH 
= Leucyl-glycin, 


CH, NE, 

>CH-CH,-CH-CH,OH 

CH, 

[y-Methyl-« oxymethyl-butyl]-amin = Leucinol. 

Nach den bisher vorliegenden Erfahrungen lassen sich Diketo- 
piperazine und Dipeptide bei der angewandten Reduktions- 
methode unterscheiden. Da jedoch die Ausbeute an identi- 
fizierten Produkten sowohl bei der Reduktion der Diketo- 
piperazine als der Dipeptide relativ klein ist (25—30°/,), so 
bleibt noch die Méglichkeit, daf Diketopiperazine wihrend 
der Ausfiihrung der Reduktion aufgespalten und dann das 
entstandene Dipeptid zur Reduktion kommt. Daf umgekehrt 
bei Anwendung von Dipeptiden Piperazine entstehen kénnten, 
ist wenig wahrscheinlich, so daB unter allen Umstiinden ein 
Befund von Piperazinen bei der Reduktion von EiweiB bzw. 
hochmolekularen EiweiBabkémmlingen auf ein primires Vor- 
handensein von Diketopiperazinen (bzw. tautomerer Formen) 
hinweisen diirfte. 

Obwohl einstweilen keine Anhaltspunkte dafiir vorliegen, 
da8 im EiweiBmolekiil Piperazine vorgebildet enthalten sind, 
erschien es uns von Interesse, Kombinationen mit Aminosiuren 
herzustellen, um ihr biologisches Verhalten, vor allen Dingen 
Fermenten gegeniiber, studieren zu kénnen. Als eine weitere 
derartige Kombination haben wir Methylpiperazin mit 
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Chloracetylchlorid gekuppelt und die entstandene Verbindung 
durch Kinwirkenlassen von Ammoniak in Diglycylmethy1- 
piperazin iibergefiihrt. Die ganzen Untersuchungen werden 
fortgesetzt. 


Experimenteller Teil. 
Di-a@-Bromisocapronyl-isobutylpiperazin: 


CH, CH,—CH, CH 
CH-CH,-HC-CO-NC \N-CO-CH-CH,-CHE , 
CH, | \cH,—CH \cH,. 
Br Br 
CH,-CH = 

" 
\CH, 


Die wiBrige Lésung von 1 g salzsaurem Isobutylpiperazin, 
das, wie friiher') geschildert, dargestellt worden war, wird zum 
Freimachen der Base mit der berechneten Menge n/1-Natron- 
lauge versetzt. Zu der mit Eis gekiihlten Fliissigkeit werden 
unter kriftigem Schiitteln abwechslungsweise innerhalb 1/, Stunde 
3,6 g «-Bromisocapronylbromid (3 Mol), in Chloroform gelist, 
und 23 ccm n/l-NaOH gegeben. Ist der Geruch des Siure- 
bromids verschwunden, so wird mit 5n/1-Salzsiiure schwach 
iibersiittigt, von einer in geringer Menge ausgeschiedenen Ver- 
unreinigung abfiltriert und das Filtrat im Vakuum zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand wird zur Entfernung der Bromfett- 
siure mehrmals mit Ather verrieben und vom Chlornatrium 
durch Aufnahme in Alkohol getrennt. 

Das Produkt krystallisiert in mikroskopisch kleinen weifen 
Nadeln, die bei 283° unter Schwarzfirbung sich zersetzen, 
nachdem schon zuvor Sinterung eingetreten ist. Die Ausbeute 
betrug 1,12 g oder 50°/, der Theorie. Fiir die Analyse wurde 
im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 110° getrocknet. 


Ber. fiir C,,H,,0,N.Br, Gef. 
5,65°/, N 5,88°/, N 


Die Substanz ist unléslich in Petroliither und Ather; sebr 
leicht léslich in Wasser, leicht léslich in Alkohol und Aceton, 
léslich auch in heiBem Chloroform. 


4) Vgl, Emil Abderhalden, Emil Klarmann und Ernst 
Schwab, Diese Zs. Bd. 135, S. 180 (1924). 
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Dileucyl-isobutylpiperazin: 


OH, —CH, 
C,H,-CH-CO-N N—CO-CH-C,H, 
\ ou, - CH | 
NH, | NH, 
C,H, 


Der Bromkoérper wird in der 5fachen Menge 25°/, igen 
Ammoniaks gelést und 3 Tage bei 37° stehen gelassen. Die 
Lisung wird sodann auf dem Wasserbad zur Trockne ver- 
dampft und zur Entfernung der letzten Spuren von Wasser 
nochmals mit Alkohol abgedampft. Es blieb ein gelblich ge- 
fiirbter, amorpher Riickstand zuriick. Da die Substanz sich 
in Alkohol relativ leicht léste, geschah die Trennung vom 
Bromammon durch Auskochen mit Chloroform. Schwerer lés- 
lich ist sie in Tetrachlorkohlenstoff (in der Hitze), unléslich 
in Ather und Benzol. Die Verbindung ist hygroskopisch. Sie 
konnte noch nicht krystallisiert erhalten werden. Die Aus- 
beute betrug 0,45 g aus 1 g Bromkérper. Zur Analyse wurde 
iiber P,O, im Vakuum bei 110° bis zur Gewichtskonstanz 
cetrocknet. 


0,0478 g Substanz gaben 6,2 cem N (17°, 745 mm Hg). 


Ber. fiir C,oH,oO.N, Gef. 
15,22°/, N 14,97°/, N 


Reduktion des Dileucyl-isobutylpiperazins. 


0,4 ¢ Substanz wurden in absolutem Athylalkohol geliést 
und der Reduktion mittels Natriums, das in Drahtform in 
eriBerem Uberschu8 angewandt wurde, unterworfen. Nach 
dem Verjagen des Alkvhols wurde das Reduktionsprodukt 
mittels Wasserdampfes abgetrieben. Das Destillat, das intensiven 
basischen Geruch zeigte, wurde mit HCl] angesiiuert und zur 
Trockne eingedampft. Der gelbbraun gefirbte Riickstand wurde 
aus Wasser unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert. 
Wie unter dem Mikroskop zu erkennen war, lag keine einheit- 
liche Substanz vor. Bei der Aufnahme in Alkohol entstand 
eine kolloide Lisung, die nach einigem Schiitteln und liingerem 
Stehenlassen einen Niederschlag absetzte. Von letzterem wurde 
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abfiltriert, das Filtrat eingedampft. Die Analyse des Riick- 
standes stimmte auf das Dichlorhydrat des Isobutylpiperazins, 


0,0208 g Substanz verbrauchten 1,90 cem n/10-Siure. 


Ber. fir C,H,,N,Cl, Gef. 
13,02°/, N 12,80°/, N 


Der aus der alkoholischen Liésung ausgefallene Nieder- 
schlag ergab einen N-Gehalt von 11,06°/,, der annihernd auf 
das Tetrachlorhydrat des reduzierten Dileucyl-isobutylpiperazins 


von der Konstitution: 
H Cl 
CH,—CH, (/ 
C,H,-CH-CH,—N¢ \N—CH,—CH-C,H, 
| /| NCH,—CH % 
NH, HCl “4 NH, 
H Cl H Cl 
stimmte. 


Ber, fiirC,,H,,N,Cl, Gef. 
11,52°/, N 11,06°/, N 
Offenbar wurde das Dileucyl-isobutylpiperazin bei der 
Reduktion teilweise an der Amidbindung aufgespalten: 


a. &. 
La ee 
C,H,-HC-OC— —N N——CO-CH-C,H, . 
C—HC | 
NH, Hu. | NH, 
C,H, 


Sobald gréBere Mengen von Dileucyl-isobutylpiperazin zur 
Verfiigung stehen, soll noch sein Verhalten gegeniiber fer- 
menten gepriift werden. 


Reduktion von dl-Leucyl-glycin. 


Im Zusammenhang mit dem oben angefiihrten Versuch 
interessierte die Frage, wie sich die Carbonylgruppe 
R—NH—CO—R in Polypeptiden bei der Reduktion verhilt. 
Untersuchungen nach dieser Richtung liegen nur bei Poly- 
peptidestern vor [vgl. E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 41, S. 2029 
(1908); E. Fischer und Kametaka, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 365, 8. 7 (1909)], wobei Aminoacetale, bzw. Aminoaldehyde 
erhalten wurden. 
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Zunichst wurde das Verhalten von Leucyl-glycin unter- 
sucht. Als Reduktionsmittel wurde Natrium in Athylalkohol 
verwendet. Ks wurde ganz analog der Reduktion der Diketo- 
piperazine verfahren. Bei der Wasserdampfdestillation ging 
ein intensiv riechendes, stark alkalisch reagierendes O1 iiber. 
Das in Salzsiure aufgefangene Destillat wurde zur Trockne 
verdampft. Aus dem Riickstand wurde eine einheitlich krystalli- 
sierende weiBe Substanz isoliert, die durch die Analyse als 
Chlorhydrat des Leucinols oder [y-Methyl-c-oxymethyl-butyl]- 
amins identifiziert wurde, 


CH, 
| 
CH,—CH—CH,-CH-CH,0OH . 
| 
NH, 

0,0388 g Substanz verbrauchten 2,5 cem n/10-Siure. 
0,0454 ¢ z i 3,0 cem n/10-AgNO,. 
Ber. fiir C,H,,ONCI Gef. 
9,13°/, N 9,03°/) N 
23,10°/, Cl 23,43°/, Cl 


Aus dem Gemisch der im Destillationskolben verbliebenen 
\ebenprodukte konnte noch keine einheitliche Substanz isoliert 
werden. | 

Analoge Untersuchungen mit Glycyl-leucin, Alanyl-glycin 
und anderen Polypeptiden sind noch im Gange. 


Darstellung von Methylpiperazin: 


HNZ NE. 
\ . Cae 


2 g¢ Glycyl-d-alaninanhydrid wurden in ithylalkoholischer 
Lisung mit einem gréBeren Uberschu8 von Na reduziert. 

Die Verarbeitung auf salzsaures Piperazin geschah in der 
iiblichen Weise. Das Rohprodukt war noch durch etwas Harz 
verunreinigt, es wurde einige Male aus verdiinntem Alkohol 
unter Benutzung von Tierkohle umkrystallisiert. 
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Die so erhaltene Substanz krystallisierte in weiBen Blitt. 
chen vom Schmelzp. 245°. Fiir die Analyse wurde bei 110° 
getrocknet. 


0,1150 g Substanz gaben 16,2 ccm N (16°, 742 mm Hg), 
0,0275 g a verbrauchten 3,15 ccm n/10-AgNQ,. 


Ber. fiir das Dichlorhydrat C;H,,N,Cl, Gef. 
16,199/, N 16,259), N 
40,98°/, Cl 40,62°, Cl 


Das Salz ist sehr leicht léslich in Wasser, leicht léslich 
in verdiinntem Alkohol, unldslich in Ather, Chloroform. 

Die Ausbeute an salzsaurem Salz betrug 0,61 g (oder 
25°/, der Theorie) aus 2 g Anhydrid. 

Die bei der Reduktion des Anhydrids entstandenen 
Nebenprodukte werden noch untersucht. 


Kupplung mit Chloracetylchlorid: 


CH,—OH, 
4 " — *\SN-CO-CH,-Cl. 
CH,—CH ” 


| 
CH, 


Cl. CH,-CO-N 


Kine 5°/,ige wiBrige Lésung von 1 g salzsaurem Methyl- 
piperazin wird mit 11,5 ccm n/1-NaOH versetzt. Dann wird 
abwechslungsweise unter tiichtigem Schiitteln in kleinen Por- 
tionen eine Liésung von 2,6 g Chloracetylchlorid in 10,5 ccm 
Ather und 23 ccm n/1-NaOH zugegeben. Am besten erfolgt 
die Kupplung bei einer Temperatur von 8—5° Wenn alles 
Siurechlorid verschwunden ist, wird mit HCl in geringem 
UberschuB versetzt. Die Lisung wird im Vakuum eingedamptt, 
dem Riickstand die Chloressigsiiure durch Ausschiitteln mit Ather 
entzogen und das Kupplungsprodukt sodann in Alkohol auf- 
genommen. Vom Kochsalz wird dann abfiltriert. AuSer in Al- 
kohol lést sich das Dichloracetyl-methylpiperazin auch leicht in 
Aceton, ferner in Chloroform in der Hitze; unléslich in Ather 
und Petroliither. Die Substanz bildet eine briiunliche stark 
hygroskopische Masse, die nicht krystallisiert erhalten werden 
konnte. Die Ausbeute betrug 1 g oder 72°/, der Theorie. 





Cr 


th 
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Fir die Analyse wurde mehrere Stunden im Vakuum iiber 
P,0, bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


0,1162 g gaben 10,9 cem N (19°, 743 mm). 


Ber. fiir C,H,,0,N,Cl, Gef. 
11,07°/, N 10,72°/, N 


Diglycyl-methylpiperazin: 
// PH CH, 


‘CH, - CH 
CH, 


Der Chlorkérper wird mit der 5fachen Menge 25°), igen 
Ammoniaks iibergossen und 3 Tage bei 37° aufbewahrt. Zur 
Isolierung des Aminoproduktes werden Ammoniak und Wasser 
auf dem Wasserbad unter Zusatz von Alkohol weggedampft. 
Das Chlor mittels Silbersulfates wegzuschaffen, erwies sich als 
unrationell. Offenbar entstehen bei dieser Methode Verluste 
durch Adsorption der Base an das ausgefiillte Silbersulfid und 
die darauffolgende Fallung von Bariumsulfat. Von Chlor- 
ammon wurde deshalb durch Auskochen mit Chloroform ge- 
trennt. Zur Reinigung wurde die Substanz in alkoholischer 
Lisung mit Tierkohle erwirmt. Die Verbindung stellt ein 
gelbliches, kriimeliges, hygroskopisches Produkt dar. Leicht 
léslich in Wasser, Alkohol, schwerer in Chloroform, ‘l'etrachlor- 
kohlenstoff, unléslich in Ather, Benzol. 


NH,-CH,-CO-N )N-CO-CH,-NHj. 


0,1164 g Substanz gaben 0,2136 g CO, und 0,0905 g H,0. 


0,0352 g - » 7,9 cem N (15°, 740 mm). 
Ber. fiir C,H,,O.N, Gef. 

50,43°/, C 50,05°/, C 

8,47°/, H 8,70°/, H 

26,16, N 25,909/, N 











Die Bestimmung des Aminosdurestickstofis nach Folin 
in ihrer Anwendung auf die Pepsinverdauung. 
Von 


Y. Uwatoko. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1924.) 


Vor einiger Zeit ist von O. Folin’) ein einfaches kolori- 
metrisches Verfahren angegeben worden, mit dem man den 
Aminosiurestickstoff in wenigen Kubikzentimetern quantitativ 
bestimmen kann. Die Methode hat sich fiir Blut sehr gut 
bewahrt und es lag nahe, sie auch auf andere Fliissigkeiten 
zu iibertragen und einmal zu versuchen, ob sich auch hier 
gute Resultate wiirden erhalten lassen. Wir haben mit der 
Methode auf Veranlassung von Herrn Prof. Steudel die Ein- 
wirkung der Pepsinsalzsiure auf EiweiBkérper zu verfolgen 
versucht. Nach der heute wohl allgemein angenommenen An- 
schauung stellt man sich vor, daB das Pepsin nicht imstande 
ist, die Peptidbindungen der Aminosiuren in den Kiweib- 
kérpern zu lésen. Gelegentlich hat man aber doch bei der 
Pepsinverdauung die Bildung geringer Mengen von Amino- 
siuren beobachtet; sollten also wirklich Aminosiiuren bei der 
Pepsinverdauung entstehen, so war in der Methode ein be- 
quemes Hilfsmittel gegeben, die Vorgiinge quantitativ zu ver- 
folgen. Bisher hat man sich zur Untersuchung von Ver- 
dauungsgemischen in bezug auf diese Frage meist nur ent- 
weder der Formoltitration von Soerensen oder der Bestimmung 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, 8S. 377 (1922). 
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des Aminosiiurestickstoffs nach Van Slyke bedient. Die Ein- 
fihrung einer neuen Methode, die so scharfe Resultate ergibt 
wie die Folinsche, muBte also recht erwiinscht erscheinen. 
Da die Methode die Anzahl freier Amidogruppen anzeigt, so 
konnte weiter gehofft werden, daB man nicht allein erfahren 
werde, ob sich Aminosiauren als solche gebildet hatten, sondern 
es muBte sich die etwaige Lésung von Imidbindungen iiber- 
haupt, auch wenn dadurch noch gréfere Bruchstiicke gebildet 
wurden, nachweisen lassen. Endlich zeigt die Methode auch 
Ammoniak an und seine Entstehung bei der Pepsinverdauung 
mute sich auch leicht quantitativ feststellen lassen. 

Unsere bisherigen Erfahrungen nun mit der Methode sind 
ganz zufriedenstellend, es hat sich nur eine Schwierigkeit er- 
geben, die gegeniiber den Blutuntersuchungen nicht erfreulich 
ist; die EnteiweiBung der Verdauungsgemische gelingt nicht so 
vollkommen wie beim Blut. Aber nichtsdestoweniger liBt sich 
mit Hilfe der Methode leicht nachweisen, daB bei der Pepsin- 
verdauung tatsichlich keine Imidbindungen gelést werden. 
Ferner kann man mit aller nur wiinschenswerten Schirfe nach- 
weisen, selbst bei Benutzung sehr geringer Mengen von Ver- 
suchslésung, daB schon durch die bei der Verdauung benutzte 
Salzsiure allein eine Ammoniakabspaltung aus dem Eiweif 
erfolet. Wenn man diese friiher auf das Konto des Pepsins 
geschrieben hat, so mu man nunmehr auch die Wirkung der 
Siure in Betracht ziehen. Dariiber hinaus wiirde sich ergeben, 
daB man bei der Reinigung von EiweiSkérpern durch Lésen 
in Alkalien und Wiederausfallen mit Siiuren vorsichtig sein 
muB; durch Siurewirkung kann leicht ein Stickstoffverlust in 
Form von Ammoniak entstehen. In welcher Weise dieses 
iuBerst locker gebundene Ammoniak im EiweifSmolekiil vor- 
handen ist, dariiber kénnen natiirlich diese Versuche keine 
Auskunft geben. Hier wird man nur durch miihsame pripa- 
rative Arbeit weiteren AufschluB erlangen kénnen. 

Wir haben nach den nétigen Vorversuchen, die dazu 
dienten sich in die Methode einzuarbeiten, Verdauungslésungen 
von Casein untersucht und folgende Resultate erhalten: 

Je 1g Casein Hammarsten wurde mit 100 ccm kiinst- 





| 
: 
} 
+ 
; 
; 
: 
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lichem Magensaft (0,2 g Pepsin auf 100 ccm 1°/, Salzsiure) 
bei 37° im Brutschrank verdaut. Es wurden jeden Tag Proben 
von je 5 ccm entnommen, mit Natronlauge genau neutralisiert 
und mit 5ccm wolframsauren Natrons und 5 ccm ?/,n-Schweiel- 
siure enteiweift. Wihrend sich das Blut auf diese Weise 
sehr genau enteiweifen laBt, machten die Verdauungslisungen 
groBe Schwierigkeit. Ks ist uns nicht gelungen, sofort villig 
biuretfreie Filtrate zu erhalten; vermehrter Zusatz von Fiillungs- 
reagenzien verbesserte das Resultat nicht, eher war liingeres 
Stehen vorteilhaft. Lie® man niimlich die zuniichst vollig klar 
zentrifugierten Proben noch etwa 12 Stunden lang stehen, so 
zeigte sich ein geringer neuer Niederschlag, der wiederum 
leicht abzentrifugiert werden konnte. Bei dem kolorimetrischen 
Vergleich mit KiweiBlésungen von bekanntem (Gehalt zeigte sich 
dann, daB nach dem Ausfall der Biuretprobe auch der Kiweib- 
gehalt noch abgenommen hatte. Es handelte sich hierbei nur 
um sehr geringe KiweiBwerte, die wir fiir unsere Bestimmungen 
vernachlissigen konnten, weil sie noch innerhalb der Fehler- 
grenzen unserer Methode lagen. Es konnte z. B. durch kolori- 
metrischen Vergleich des Ausfalles der Biuretprobe mit solchen 
von EiweiBblésungen von bekanntem Gehalt bestimmt werden, 
daB in den enteiweiSten Filtraten noch etwa 1 mg Casein pro 
Kubikzentimeter enthalten war. 


40 ccm des nach der Ausfillung des EiweiBes erhaltenen 
Filtrates, das gegen Lackmus vollig neutral reagierte, wurden 
auf 50cem aufgefillt und 10ccm davon fiir die kolorimetrische 
Bestimmung benutzt. Von den Versuchen sei der folgende 
austiihrlicher mitgeteilt: 


Nach 1 Tage wurden gefunden 0,268 g Aminosiiurestickstoff fiir 100 g Casein 


a $5 9" 0,603 g “ ,» 100¢ ,, 
aE a " »  0,914¢ ‘ » 100z  ,, 
is ad ay 0,760¢ i » 100g ,, 
a: - : 1,093 ¢ " » 100g  ,, 
a ae mu “ 0,910 ¢ " » 100g, 
jo EE ini - “ 0,795 ¢ » 100z =, 
a ae m a 0,860 g ss » ES 


<a » ” ‘9 0,710¢g e » ee —~% 











in 
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Sieht man von dem Wert ab, der fiir den ersten Tag 
erhalten wurde, so bewegen sich die erhaltenen Zahlen ziemlich 
eng um einen Mittelwert. Wir haben iibrigens in anderen 
Versuchen auch fiir die ersten Tage unter denselben Be- 
dingungen wie in dem hier mitgeteilten Versuche Werte von 
0,71 und 0,84 erhalten. Danach findet also im Laufe der 
Verdauung keine Zunahme der durch kolorimetrische Unter- 
suchung bestimmbaren Aminosiurestickstoffwerte statt und es 
blieb zu untersuchen, ob man auch wirklich ein Recht hatte, 
diese Zahlen auf den Aminosiurestickstoff zu beziehen. Um 
dies zu entscheiden, wurden Kontrollversuche angesetzt mit 
der gleichen Eiwei8- und Salzsiurekonzentration, die aber 
keinen Zusatz von Pepsin erhalten hatten. Wurden diese 
Aufschwemmungen wie oben angegeben behandelt, so erhielt 
man z. B. folgende Werte: 


Nach 4 Tagen 0,496 g ,,Aminosiiurestickstoff“ fiir 100 g Casein 
, 10 ,, 0,480 g ” » 100¢ ” 


Also auch hier lieB8 sich ei Wert erhalten, der nur wenig 
unterhalb der Werte bei der Pepsinverdauung lag. Wurde 
dagegen Casein (0,5 g) mit destilliertem Wasser unter Toluol- 
zusatz allein im Brutschrank gehalten, so ergab die kolori- 
metrische Probe nur einen minimalen Ausschlag. 

Nun ist bekannt, daB schon im Beginn der Pepsin- 
verdauung Ammoniak aus dem Eiweifmolektl abgespalten 
wird. Es reagiert aber die Naphthochinonsulfosiure auch mit 
Ammoniak unter Bildung fast der gleichen Farbennuance wie 
mit den Aminosiiuren. Um hier eine Antwort zu erhalten, 
haben wir in den Verdauungslésungen das Ammoniak nach 
Folin durch Absaugen mittels eines Luftstromes und Auf- 
fangen in n/50-Schwefelsiiure bestimmt. Endlich haben wir 
durch einen Mikrokjeldahl den Gehalt der Lésungen an Ge- 
samtstickstoff ermittelt. Dabei wurde als Mittel mehrerer Be- 
stimmungen an Gesamtstickstoff 0,54°/,, als Ammoniakstick- 
stoff 0,6°/, in besonders dafiir angesetzten Proben gefunden. 
Die Zahlen waren ungefiihr dieselben, einerlei ob man das Casein 
mit Pepsinsalzsiiure oder mit Salzsiiure allein digerierte. 
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Aus den Versuchen laBt sich entnehmen, da von einer 
Bildung von Aminosiuren bei der Pepsinverdauung nicht die | 
Rede sein kann. Die mit dem Folinschen Verfahren er. | 
haltenen Zahlen sind auf die Bildung von geringen Mengen [ 
von Ammoniak zu beziehen, die schon durch die EKinwirkung 
von 1°/, Salzsiure auf Casein nach kurzer Zeit entstehen. 

Wir haben endlich noch versucht, ob Bindungen, wie sie 


in den Diketopiperaziden vorliegen, durch Pepsinsalzsiure Ff 
gelést werden, bzw. ob sich solche Vorginge mit der Folin. 
schen Methode nachweisen lassen. In Ubereinstimmung mit 
Angaben von Abderhalden iiber das Verhalten von Glycin- 
und Alaninanhydrid!) haben wir gefunden, daB das Pepsin 
auf solche Bindungen keinen EinfluB hat. Wir hatten uns 
nach einer Fischerschen*) Vorschrift Leucinimid _bereitet, 
das ausweislich seines Schmelzpunktes die erforderliche Rein- 
heit hatte. Wurde 0,01 g in 25 ccm Natronlauge unter Er- 
wirmen auf dem Wasserbade gelést und nach dem Erkalten 
mit Salzsiure neutralisiert, so wurde kolorimetrisch ein Wert 
von 0,060 g ,,Aminosiurestickstoff* pro 1g Leucinimid er- 
halten. Dieser Wert liegt natiirlich innerhalb der Versuchs- 
fehler der Methode und will nur besagen, daB in der Tat 
keine Spaltung eingetreten ist. Wurden 0,02 g Leucinimid 
mit 20 ccm kiinstlichem Magensaft (0,2 g Pepsin auf 100 ccm 
2°/, Salzsiiure) 2 Tage im Brutschrank digeriert, so enthielt 
die vom unverinderten Leucinimid abfiltrierte und sorgfiltig 
neutralisierte Lésung keine Aminosiuren (gefunden 0,003 ¢ 
Aminosiurestickstoff pro 1g Leucinimid). KEbensowenig lied 
sich eine Aufspaltung nachweisen, wenn die Substanz mit Salz- 
siure allein im Brutschrank behandelt oder der Einwirkung 
von Trypsin iiberlassen wurde. Diese Befunde sprechen nicht 
dafiir, daB im EiweiBmolekiil derartige Bindungen vorkommen; 
man hatte bei einer solchen Resistenz der Diketopiperazide 
gegen die gewodhnlichen Verdauungsfermente zweifellos die 
Substanzen schon 6fter in betrichtlichen Mengen aus den 





1) Diese Zs. Bd. 55, 8. 384 (1908). 
*) Chem. Ber. Bd. 34, S. 483 (1901). 
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al Verdauungsgemischen isoliert, es sind aber nur gelegentlich 
le} kleine Mengen gefunden worden. Im Verlaufe des Stoff- 
™ — wechsels scheinen die Diketopiperazide weiter abgebaut zu 
an werden, wenigstens sprechen die Versuche Abderhaldens 
$f dafiir.) Welche Fermente hier in Betracht kommen, ist 
bisher nicht festzustellen gewesen. 

le Herrn Dr. Ellinghaus, der mich bei den Versuchen 
re unterstiitzt hat, sage ich hier meinen besten Dank. 


- pian ata ais 
it ') Diese Zs. Bd. 47, S. 159 (1906); Bd. 55, S. 384 (1908). 
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Zur Chemie des Stierhodens. 
(Extraktivstoffe.) 
Von 


Dr. med. L. Leibfreid. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie der Universitit Charkow.,) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Juni 1924.) 


Die von Kutscher 1905 verdffentlichte Untersuchungs- 
methode der Extraktivstoffe des Fleisches ist in RuBland von 
W1.Gulewitsch und seinen Schiilern griindlich durchgearbeitet 
worden, was eine bedeutende Erweiterung ihres Anwendungs- 
gebietes zur Folge hatte. So hat J. Smorodinzew gezeigt, 
daB diese Methode fiir Untersuchung der Driisenorgane mit 
Erfolg Anwendung finden kénne, und da die Driisen mit 
innerer Sekretion hinsichtlich ihrer biochemischen Zusammen- 
setzung besonderes Interesse bieten, habe ich unter Leitung 
von Prof. R. Krimberg die Untersuchung der Extraktivstofie 
des Stierhodens mit Hilfe dieser Methode unternommen. 

Da es mir gelungen ist, wihrend meiner noch vor dem 
Weltkriege begonnenen Untersuchungen das asymmetrische 
Dimethylguanidin im Stierhoden zu _ entdecken, woriiber 
R. Krimberg schon im Jahre 1918 in seiner Broschiire ,,Die 
Hormone“!) berichtet hatte, scheinen mir die Resultate meiner 
Untersuchungen auch gegenwiirtig mitteilenswert. 

Das Untersuchungsmaterial wurde serienweise verarbeitet. 
Es sind im ganzen 5 Serien verschiedener GréBe untersucht 
worden, was 400 Exemplare Stierhoden von etwa 59 kg Ge- 





') R. Krimberg, Die Hormone, 1918, Charkow (russisch). 
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samtgewicht ausmachte. Die Bearbeitung simtlicher Serien 
wurde nach Kutschers erfahrungsgemiB etwas modifizierter 
Methode folgendermaBen durchgefiihrt. 


I. Gewinnung des Extraktes. 


Die unmittelbar nach dem Schlachten gewonnenen Stier- 
hoden wurden nach Entfernung der Tunica vaginalis, der 
Kpidydimis und des Vas deferens mit kaltem Wasser ge- 
waschen und mittels einer Fleischmaschine zermahlt, was, 
um autolytische Prozesse zu vermeiden, nicht spiiter als 
3 Stunden nach der Entnahme der Hoden geschah. 

Die erhaltene Masse wurde mit dem gleichen Volumen 
Wasser digeriert und in groBen Porzellanschalen auf dem 
Wasserbade erwirmt. Nach dem Erwiirmen, das anndahernd 
2 Stunden dauerte, wurde die Fliissigkeit abgegossen und der 
Organbrei durch dichte Gaze ausgepreBt. Der Riickstand 
wurde noch zweimal in derselben Weise mit heiBem Wasser 
extrahiert und die vereinigten Extrakte auf dem Wasserbade 
auf 3—5 Liter eingeengt. 


Il. Bleiacetatfaillung. 


Anstatt der von Kutscher angegebenen Fiallung mit 
Tannin, die kein klares Filtrat lieferte, wurde die Fiillung 
mit 20°/, iger Bleiacetatlésung vorgenommen. Zur vollstiindigen 
Fallung wurden auf je 1 Liter des Extraktes 100 ccm der 
Bleiacetatlésung verbraucht. Nach 24 Stunden wurde der 
Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit Schwefelsiure 
‘ohne UberschuB) entbleit. 


II. Phosphorwolframfallung. 


Das erhaltene Filtrat wurde mit Schwefelsiure bis etwa 


— 
( 


\°/, angesiuert und mit einer gesiittigten Lésung frisch her- 
gestellter Phosphorwolframsiure gefillt. Die zur vollstiindigen 
Fillung erforderliche Menge wurde in einem Vorversuch in 
einer kleinen Portion des Extraktes bestimmt. Dann wurde 


das berechnete Quantum der Phosphorwolframsiiurelésung hinzu- 
6* 
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gefiigt, der entstandene Niederschlag am nichsten Tag ab- 
gesaugt und mit schwacher Schwefelsiure auf dem Filter ge. 
waschen. 


IV. Spaltung der Phosphorwolframate. 


Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde mit Baryt 
in substantia gespalten. Es wurden nimlich kleine Portionen 
des Niederschlags im Mérser mit Wasser digeriert und dann 
mit Baryt so lange zerrieben, bis sich ein Hiiutchen auf der 
Oberfliche der Fliissigkeit zeigte. Dann wurde sofort filtriert 
und das Filtrat durch Kohlensiurestrom vom Barium befreit. 


V. Sublimatfallung. 


Das Filtrat vom Bariumcarbonat, das eine klare Fliissig- 
keit von schwach alkalischer Reaktion darstellte, wurde mit 
einer schwachen Salzsiiurelésung neutralisiert und auf dem 
Wasserbade zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde 
mit absolutem Alkohol extrahiert und der Alkoholextrakt mit 
heiBer gesittigter alkoholischer Sublimatlésung gefallt. Der 
weiBe amorphe Niederschlag wurde abfiltriert, mit Alkohol 
gewaschen und auf einem Tonteller getrocknet. 


VI. Goldchloridfillung. 


Der getrocknete Sublimatniederschlag wurde in einer 
kleinen Menge Wasser gelést, mit Tierkohle gereinigt und 
durch Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit. Das Filtrat 
vom Quecksilbersulfid wurde mit Natriumcarbonat neutralisiert 
und auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wurde mit absolutem Alkohol extrahiert, der Alkoho! 
aus dem Extrakte verjagt und der Riickstand in einer kleinen 
Menge Wasser gelést. Zu dieser Liésung wurde 10°/, ige 
Goldchloridlésung tropfenweise hinzugefiigt. Es entstand zu- 
erst ein amorpher gelber Niederschlag, der sich bald in eine 
klebrige Masse verwandelte, die mit dem Glasstab leicht ent- 
fernt werden konnte. Nach weiterer Zufiigung der Goldchlorid- 
lésung bildete sich ein schéner gelber krystallinischer Nieder- 
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schlag, der nach 2—3 Stunden abfiltriert, mit kaltem Wasser 
gewaschen und an der Luft getrocknet wurde. Das getrocknete 
Pulver bestand aus hellgelben nadelférmigen Krystallen, die 
nach Umkrystallisieren den Schmelzpunkt 248° C zeigten. 

Die quantitativen Verhiltnisse zwischen der verarbeiteten 
Hodensubstanz und dem erhaltenen Chloraurat sind aus der 
folgenden ‘Tabelle ersichtlich. 











Zahl Gesamtgewicht Menge 
Serien wi der Hoden des Chloraurates 

der Hoden ke ‘ 
1 46 7,0 0,6 
2 43 6,9 0,5 
3 72 9,7 1,0 
4 91 14,0 1,7 
5) 148 21,2 2,8 











Die Analyse der Chloraurate der ersten 2 Serien wurde 
durch die geringe Menge der Substanz, die eine wiederholte 
Umkrystallisierung unméglich machte, erschwert. In den drei 
letzten Serien war die Menge der Substanz geniigend grof, 
um eine vollstiindige Elementaranalyse nach dem Umkrystalli- 
sieren auszufiihren. In der folgenden Tabelle sind die Analysen- 
resultate einer der Serien wiedergegeben. Die Bestimmung 
des Stickstoffs wurde durch das Verbrennungsverfahren nach 
Dumas, die des Wasser- und Kohlenstoffs nach Liebig aus- 
cefihrt. 

















Bestimmung a, Prozent- 
der Gefunden gehalt der 
Elemente 6 Elemente 
Gold. 0,1302 0,0606 g Gold 46,54 
Chlor . 0,1519 0,2045 g Silberchlorid 33,30 
we : 13,7 cem Stickstoff 
\ rd ? 
Stickstoft . 0,1 730 T° ai 210 C. H a 155,4 9,18 
Kohlenstoff . dosti 0,0470 g Kohlensiiure 8,32 
Wasserstoff . ™ 0,0325 g Wasser 2,34 
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Die gefundenen Zahlen stimmen mit denen fiir das Chlor- 
aurat des Dimethylguanidins gut iiberein, wie aus der folgen- 
den Zusammenstellung ersichtlich ist: 














Chloraurat des Dimethylguanidins 
Elemente berechnet | _ gefunden 
0/ o/ 

— : —e - — — = = Sone — 
a 46,17 | 46,36 (Mittelwert) 
ee ee 33,238 33,30 
Stickstoff. . . . 9,84 9,18 
Kohlenstoftf . . . 8,42 8,32 
Wasserstotf . . . 2,36 2,34 





Der Schmelzpunkt 248°C ist von M. Schenk fiir dex 
von ihm synthetisch dargestellten asymmetrischen Dimethy]l- 
guanidin angegeben, so daf die gefundene Substanz ihrer 
elementaren Zusammensetzung und ihrem Schmelzpunkt nacl: 
als Chloraurat des asymmetrischen Dimethylguanidins identi- 
fiziert werden kann. 
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Uber das Verhalten des Kreatingehaltes des Froschmuskels 
bei der Arbeit. 


1. Mitteilung. 


Yon 


Hans Sehlossmann., 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Juni 1924.) 


Durch zahlreiche Untersuchungen ist festgestellt, daB die 
Gesamtmenge des tiglich durch die Nieren ausgeschiedenen 
Kreatinins durch Muskelarbeit nicht beeinfluBt wird. Dagegen 
widersprechen sich die Angaben iiber den Gehalt des Muskels 
an Kreatin nach Arbeit oder nach elektrischer Reizung des 
iiberlebenden Muskelpriparates. Wahrend Mellanby’) sowie 
Scaffidi?) den Kreatingehalt des Froschmuskels nach Arbeit 
unverindert fanden, sah Pekelharing*) nach rhythmischer 
Reizung (24mal in der Minute) eine allerdings geringe Zu- 
nahme in der gereizten Hinterpfote. Auch Brown und Cath- 
cart‘) erhielten eine Zunahme von 7—13°/,, wenn der Blut- 
strom abgestellt war, bei erhaltenem Blutstrom dagegen eine 
kleine Abnahme. 

Anm. Ringerlésung mit 0,6°/, NaCl, 0,024°/, CaCl,, 0,042°/, KCl, 
0,01°/, NaHCO,. 

') Jl. of Physiol. Bd. 36, S. 447 (1907/08). 

*) Biochem. Zs. Bd. 50, S, 402 (1918). 


*) Diese Zs. Bd. 64, S. 262 (1910). 
4) Biochem. Jl. Bd. 4, S. 420, zitiert nach Maly, Jahresber. 1910. 
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Methodik. 


Die Versuche wurden am Trendelenburg-Laewenschen 
Praiparat ausgefiihrt. Es wurden méglichst groBe Frésche, 
EKskulenten wie Temporarien, verwendet.*) Die rechte Hinter- 
pfote wurde straff unterbunden und vor Beginn des Versuchs 
abgeschnitten. Nach Beendigung des Versuchs wurden die 
Muskeln jeder Pfote fein gewiegt und in der von Hahn und 
Schafer’) angegebenen Weise gekocht und enteiweiBbt. Die 
Umwandlung des Kreatins in Kreatinin erfolgte durch zwei- 
stiindiges Erhitzen im Wasserbad auf 100° mit der gleichen 
Menge 2n-HCl. Ich erhielt dabei die gleichen Werte wie nach 
der Umwandlung durch 24 stiindiges Erhitzen auf 60° nach 
der Angabe von Hahn und Barkan.’) 

Von dem stets gleichmiiBig verdiinnten Muskelextrakt 
wurde 1 ccm mit 1,5 ccm einer gesittigten Pikrinsiurelésung 
und mit 0,5 ccm 10°/,iger NaOH versetzt und nach 10 Min. 
auf 5 ccm aufgefiillt. Die Gesamtverdiinnung war so eine 
500 fache. Das Kreatinin wurde im Autenriethschen Kolori- 
meter bestimmt, das durch eine Reinlichtlampe beleuchtet 
wurde. Als Vergleichslésung nahm ich nach der iilteren 
Folinschen*) Vorschrift Kaliumbichromat, jedoch benutzte ich 
auBer einem Keil mit einer n/2-Lésung noch einen zweiten 
mit einer n/4-Liésung. Hierdurch konnte noch ein Kreatinin- 
gehalt von 0,4 mg°/, in der Fliissigkeit mit Sicherheit ab- 
gelesen werden. 

Es wurden yon jeder Muskelportion an 2 Proben je 
10 Ablesungen mit jedem der beiden Keile vorgenommen. 
Die Differenzen zwischen héchstem und niedrigstem Wert 
lagen stets unter 5°/,. 

Eine Schwierigkeit fiir den Vergleich der abgebundenen 
und abgeschnittenen Kontrollpfote mit der durchspiilten lag 





1) Zs. f. Biol. Bd. 78, S. 155 (1923). 

2) Zs, f. Biol. Bd. 72, S. 25 (1920). 

3) Diese Zs. Bd. 41, S. 223 (1904). 

*) Anm.: In den Versuchen 2—18, 17—22, 29 wurden ‘l’emporarien, 
in den iibrigen Eskulenten verwendet. 
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in dem erheblichen Odem, das sich wahrend der Durchspiilung 
bildete. Daher wurde von jeder Muskelportion, nachdem sie 
fein gewiegt war, ein kleiner, abgewogener Teil bis zur Kon- 
stanz getrocknet und der Gehalt des Muskels an Trocken- 
substanz bestimmt. Die gefundenen Kreatininwerte wurden 
auf Kreatin und dann auf die Muskeltrockensubstanz um- 
gerechnet. 


Riesser?) hat darauf hingewiesen, daB die Proportionalitit 
zwischen Kreatininmenge und Farbungsintensitit durch irgend- 
welche im Muskelextrakt enthaltene Substanzen beeinflubt 
werde. So stimme z. B. der bei Anwendung von 4 ccm Muskel- 
extrakt gefundene prozentuale Kreatiningehalt mit dem aus 
8 ccm derselben Lésung nicht genau iiberein. Das gleiche ist 
aber auch der Fall bei rein wiBrigen Kreatininlésungen. Ich 
fand, daB in wiiBriger Kreatininlésung wie auch im Muskel- 
extrakt bei Veriinderung des Verhiltnisses 1 ccm der zu unter- 
suchenden Lésung zu 1,5 ccm Pikrinsiure und 0,5 com NaOH 
die Rotfarbung verzégert eintritt. Tabelle 1 gibt hierfir ein 
Beispiel. 


Tabelle 1. 


Kreatinlésung von 10 mg,/) durch 2 stiindiges Kochen mit der gleichen 
Menge 2n-HCl in Kreatininlésung von 8,628 mg °/, umgewandelt, 














1,5 cem Pikrinsiiure und 0,5 cem NaOH zugesetzt zu 
Ablesung nach aac iain. | 1 cem Kreatinin- 1 cem Kreatinin- 
Whadshens sue lésung lésung 
+ 1cem Wasser + 7 com Wasser 
* mg “/o | = "lo mg °/, 
5 0,85 | 0,82 0,38 
10 0,87 | 0,87 | 0,67 
20 0,87 0,87 | 0,77 
40 0,88 | 0,89 | 0,81 
60 0,90 0,90 | 0,86 





unmittelbar vor der Ablesung wurde auf 10 ccm aufgefillt. 


') Diese Zs. Bd. 86, S, 415 (1913). 
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Kreatingehalt des Muskels bei Durchstrémung mit 
Ringerlésung. 

Die erste Reihe der Versuche wurde an Winterfréschen 
in den Monaten Marz bis Mitte Mai ausgefiihrt. Zuerst seien 
einige Kontrollversuche ausgefiihrt, wobei das durchstrémte 
Bein nicht gereizt wurde. 


Tabelle 2. 


Rechte Hinterpfote abgebunden und abgeschnitten, linke Hinterpfote 
mit Ringerlésung durchspiilt. 








Rechts Links 
ee _| Differenz 


Nr} Dat. | ty, Kr. gef.|Kr. ber.| Tr. | Kr. gef. | Kr. ber. 
7, | mg "lo mg*/, ol, mg of, | mg . mg JA o 





3 1 15.3.]19,2| 310 

7 | 28.4.) 185} 322.5 
In dieser wie auch in den folgenden Tabellen bedeutet: 

Tr. den Gehalt des Muskels an Trockensubstanz in Prozenten. 

Kr. gef. den fiir den Muskelextrakt gefundenen Kreatinwert in Milli- 

grammprozent. 


Kr. ber. den auf die Muskeltrockensubstanz berechneten Kreatinwert 
in Milligrammprozent, der die Vergleichsméglichkeit bietet. 

Es ergeben sich also bei Berechnung des Kreatingehaltes 
auf die MTS (Muskeltrockensubstanz) gut iibereinstimmende 
Werte. 

In den folgenden Versuchen wurde die linke Hinterpfote 
wihrend der Durchspiilung mit 30—40 Ejinzelinduktionen in 
der Minute gereizt. Der Rollenabstand wurde von anfinglich 
etwa 20—30 cm allmiihlich bis auf 0 cm verkleinert, so dai 
die einzelnen Zuckungen immer deutlich blieben. Nach Er- 
miidung wurde die Reizung einige Zeit unterbrochen und dann 
noch einmal wiederholt. 

Bei Frosch 10 war die Ringerlésung durch Zusatz von 
NaH,PO, angesiiuert. Hier sank die Erregbarkeit des Muskels 
bereits nach wenigen Minuten auf ein Minimum ab. Auch 
bei Nr. 13 trat die Ermiidung auBergewoéhnlich schnell ein. 
Die iibrigen Versuche zeigen gleichmiBig eine starke Zunahme 
des Kreatins in der gereizten Pfote. 














1616 18,0 296 | 1640 | +24 15 
| a 
17435 | 14,2; 249 | 1748 + 5 03 


| 
| 
| 
| 
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Im Juni wurden die Versuche an Sommerfréschen 
fortgesetzt. 


Tabelle 3. 


Rechte Hinterpfote abgebunden und abgeschnitten, linke Hinterpfote 
mit Ringerlésung durchspiilt und mit Einzelinduktionen gereizt. 








Rechts Links Dauer 
Nr! Dat . | -| Differenz | der 
ee "| Tr. | Ky. gef.| Kr.ber.| Tr. | Kr. gef.| Kr. ber, Reiz. 


of, | mg°/> | mg | °/o mg°/o | mg*/o mg*/o "/o Min. 


























) 7 19.3.]21,7/ 319 1473 | 14,7) 252 | 1708 |4+235 16,4] 70 
6 |20.3.]21,3 342 | 1605 |13,2 233 | 1766 [+161 10,0] 80 
8 130.4.]21,5, 3388 | 1973 1142 241 1696 [+123 3,0] 95 
14] 8.5./22,2 339 | 1525 ]13,1) 241 | 1840 ]+315 20.7] 80 
16 }11.5.121,6' 335 | 1554 |18,2 > 278 | 2110 [+556 35,8] 70 
17 ]14.5.]20,6 360 | 1749 1108; 226 | 2087 [+338 19,3] so 
19 116.5.]20.0 848 | 1739 |12,6) 249 | 1973 14234 13,2] 65 
10 | 2.5.]20,2! 292 | 1451 [15,4/ 924 | 1448 J— 38 Of 15 
13| 75.1197, 302 | 1598 |169! 258 | 1486 |— 42 2,71 40 





Tabelle 4. 


Rechte Hinterpfote abgebunden und abgeschnitten, linke Hinterpfote 
mit Ringerlésung durchspiilt und mit Einzelinduktionen gereizt. 











Rechts Links Dauer 
Nr} Dat si a eindniegaeacedeartd ain Differenz | der 
pee" | Tr. | Ky. gef.| Kr. ber.| Tr. | Kr. gef. | Kr. ber. Reiz. 


“Jo | mE, | mg | yo | ME/o | mg, |mg?/, °/,| Min. 
26 |16.6.]17,1) 348 | 2040 |14,1) 272 | 1917 | —123 6,0 | 125 
27 116.6.119,8; 388 | 1958 |12,1 238 | 1960 | + 2 O01] 15 
23 117.6.]20,4; 389 | 1901 | 13,2) 229 | 1737 |-164 86] 70 
29 118.6.118,9 370 | 1959 |12,2, 244 | 1990 1+ 31 1,51 70 
30 ]21.6.]16,8) 338 | 2007 |11,5, 226 | 1972 |] — 35 1,7 | 130 
31 |23.6.]17,4) 347 | 1992 ]11,2. 215 | 1916 |— 76 3,8] 130 

















Jetzt zeigt sich nach der Reizung statt einer Zunahme 
(les Kreatins im Muskel eher eine Abnahme gegeniiber der 
Kontrollpfote. Bei den Winterfréschen waren die Kreatinwerte 
mit zunehmender Erwirmung von Marz bis Mai allmihlich 
angestiegen, jedoch blieb der Unterschied in gereiztem und 
ngereiztem Muskel immer deutlich. Im Juni bei den Sommer- 
fréschen sind die absoluten Werte des Muskelkreatins im nicht 











92 Hans Schlossmann, 


gereizten Bein weiter erhéht auf etwa 0,37—38°). Dies steht 
gut in Ubereinstimmung mit den in der Literatur angegebenen 
Zahlen. Da auBerdem der Wassergehalt des Muskels bei den 
Sommerfréschen hédher ist als bei den Winterfréschen, so 
ergeben sich auf die MTS berechnet ohne Reizung Kreatin. 
werte, die anniithernd so hoch sind wie die nach Reizung im 
Mai bei Winterfréschen gefundenen. 


Kreatingehalt des Muskels nach Zusatz von Kreatin 
zur Durchstrémungsfliissigkeit. 


Der Ringerlésung wurde etwa 0,1°/, Kreatin zugesetzt. 
Da jetzt auch die Odemflissigkeit der gespiilten Pfote zu- 
gefiihrtes Kreatin enthielt, so muBte zur Vergleichsméglichkeit 
mit der Kontrollpfote das zugefiihrte Kreatin abgerechnet 
werden. Die Odemflissigkeit O ist O = A — a wenn 4 
das Gewicht des durchspiilten Muskels, a der Trockengehalt 
in Prozenten des durchspiilten, 6 des nicht durchspilten Kon- 
trollmuskels ist. Das zugefiihrte Kreatin in Milligrammprozenten 
auf die Trockensubstanz berechnet ist dann = — , wobel 
Kk den Kreatingehalt der Durchstrémungsfliissigkeit in Milli- 
grammprozenten bedeutet. In den folgenden T'abellen ist stets 


der so korrigierte Kreatingehalt angegeben. 


Tabelle 5. 


Rechte Hinterpfote abgebunden und abgeschnitten, linke Hinterpfote 
mit Ringerlésung + 0,1°/, Kreatin gespiilt. 





Rechts Links | 
ae} Bat. Tr. | Kr gef. | Kr. ber. | Tr. | Kr. gef. | Kr. ber. 
%o | mg" | mg%> | % | mg, | mg%> |mg%)y °) 


Differenz 





2}13.3.}19,3! 335 | 1735 |1638] 300 | 1797 | + 64 3,7 





0] 3.6.]19,0, 371 | 2041 1135) 284 | 1904 | -137 6,7 
1] 4.6.]17,8; 362 | 2127 15,2 | 388 = 214 | — 18 «06 
2] 5.6.1190) 403 2023 1161! 362 | 2153 | +130 64 
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Tabelle 6. 


Rechte Hinterpfote abgebunden und abgeschnitten, linke Hinterpfote 
mit Ringerlésung + 0,1°/, Kreatin durchspiilt und mit Einzelinduktionen 











gereizt. 

Rechts Links Dauer 
ve! Dat se ae oe ____—.____| Differenz | der 
AT Ma) Ty, | Kr.gef.|Kr.ber.| Tr. | Kr.gef. | Kr. ber. Reiz. 

°/, | mg, | mg, | °/, | mg’/, | mg°/, Img? °/, | Min. 





4117.3.]21,1] 841 | 1616 ]11,2| 209 | 1801 [+185 11,4] 35 
15] 9.5.121,6] 326 | 1512 ]14,8| 275 | 1858 }+346 22,9] 45 








23 | 6.6.]19,6; 396 | 2023 }13,3] 280 1896 |—127 6.3] 70 
24]11.6.]19,1] 397 2091 415,1) 343 | 2130 }+ 39 1,9] 100 
25 }12.6.719,5| 387 | 1787 13,8; 290 1879 {+ 92 5,1] 690 























Man sieht also bei Kreatinzusatz zur Ringerlésung das 
sleiche wie bei Durchstrémung mit Ringerlésung allein. Der 
Kreatingehalt des Muskels nimmt nach Reizung nur bei den 
Winterfréschen (im oberen Teil der Tabellen) erheblich zu, 
hei Sommerfréschen (im unteren Teil der Tabellen) dagegen 
nicht. 


Kreatinabgabe in die Durchstrémungsflissigkeit. 


Weber’) wie auch Howell und Duke’) haben gefunden, 
daB das gut schlagende iiberlebende Herz Kreatin an die 
Durchstrémungsfliissigkeit abgibt, das ruhende Herz aber nicht. 
Auch ich habe bei Durchspiilung ohne Reizung weder Kreatin 
noch Kreatinin in der Durchstrémungsfliissigkeit nachweisen 
kénnen, obwohl ich eine Anreicherung in der Weise vornahm, 
da8 ich denselben Ringer bis zu finfmal durch das Priparat 
hindurchlaufen lie’. Bei Reizung dagegen enthielt die Durch- 
strémungsfliissigkeit regelmaBig 1—3 mg®), Kreatin, jedoch 
nie Kreatinin in nachweisbarer Menge. Es spricht dies dafiir, 
daB die Umwandlung des Kreatins in Kreatinin jedenfalls 
nicht im Muskel selbst stattfindet. 


ne 


') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 58, S. 93 (1908). 
*) Amer, Jl. of Phys. Bd. 23, S. 174 (1908). 
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Zusammenfassung. 


Wie aus den Versuchen mit Durchspiilung ohne Reizung 
hervorgeht, ist der Gesamtfehler der Methode héchstens etwa 
7°/,. Dagegen betriigt die Zunahme des Muskelkreatins bei 
Durchstrémung mit Ringer- oder Kreatin—Ringerlésung und 
Reizung bei Winterfréschen 8—35,8°/,, wihrend bei Sommer- 
fréschen die Veriinderungen des Kreatingehaltes nach oben 
und unten innerhalb der Fehlergrenzen liegen. Diese Tatsache 
steht sicher damit in Zusammenhang, da’ bei Winterfréschen 
der absolute Kreatingehalt des Muskels erheblich niedriger ist 
als bei Sommertréschen. Bei Reizung nihert sich offenbar 
der Muskelkreatingehalt des Winterfrosches dem des Sommer- 
frosches. 

Die Klarung des anscheinend bestehenden Zusammen- 
hanges mit dem Gesamtstoffwechsel muB weiteren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 








Uber die Herkunft des bei der Saurehydrolyse der Eiweifi- 
kérper gebildeten Humins in besonderer Beziehung auf die 
Kritik von 8. Edlbacher. 


Von 


Ross Aiken Gortner. 


(From the Division of Agricultural Biochemistry, University of Minnesota, 
St. Paul, Minnesota, U. S. A.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Mai 1924.) 


Ich habe in meinen vorhergehenden Arbeiten!) gesagt, daB die 
Bildung des schwarzen, siiureunléslichen Humins bei der Hydrolyse der 
EiweiBkérper auf die Gegenwart von Tryptophan und einem anderen 
_ bis jetzt unbekannten Baustein (vielleicht ein Aldehyd) abhiingig ist. Es 
_ kann sein, daB Tyrosin (und vielleicht ein Aldehyd) an der Bildung des 
_ sdureléslichen Humins [durch Ca(OH), fillbar] beteiligt ist. Diese friiheren 
Beobachtungen sind in einer neuen Arbeit?) bestiitigt worden. 

S. Edlbacher’) schreibt in einer soeben erschienenen Arbeit iiber 
die Stickstoffverteilung in den Oxydationsprodukten der Proteine folgen- 
des: ,Gortner fihrt die Bildung des Humin-N hauptsiichlich auf die 
Zerstirung des Tryptophans, Tyrosins und Lysins bei der Protein- 
hydrolyse zuriick. Aus den angefiihrten Tatsachen ergibt sich aber als 
_ unzweifelhaftes Resultat, daB es nicht nur diese speziellen Bausteine 
_ des EiweiBmolekiils sein kénnen, die die Bildung des Huminstickstoffs 
_ aussehlieBlich bedingen.“ 

Erstlich habe ich nie gesagt, dab Lysin mit der Bildung des Humins 
_ in Zusammenhang steht. Ebenso halte ich unsere Behauptung noch jetzt 
_ aufrecht, sofern es sich um eine typische Proteinhydrolyse handelt, Ich 
| habe frither gesagt‘): ,,Our data confirm the conclusion that the for- 
_ mation of the black acid-insoluble humin in a normal protein hydro- 
| lysate (only protein and acid present) is dependent upon the presence 
_ of tryptophane in the protein molecule, and the only part which any of 
| the other known amino acids has in such humin formation is to (per- 
_ haps) furnish an insignificant amount of nitrogen to the humin fraction 








